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1I.1 L'athérosclérose
L'athérosclérose ou athéromatose est la première cause de décès dans les pays occidentaux et
apparaît en nette progression dans les pays en voie de développement. En effet, vu l'attrait
pour le mode de vie occidentale, la proportion d'individus affectés dans les prochaines années
risque d'augmenter étant donné les facteurs à risque associés (sédentarité, alimentation trop
riche,…). L'athérosclérose fait partie d'un ensemble de maladies regroupées sous le nom
d'athériosclérose. Toutes ont en commun un épaississement des parois artérielles accompagné
d'une perte d'élasticité.
Elle se distingue par l'accumulation de dépôts lipidiques dans l'intima des parois artérielles.
Les artères les plus touchées sont celles qui possèdent un diamètre supérieur à 2 mm et qui
sont soumises à de fortes pressions c'est-à-dire l'aorte, les artères coronaires, les carotides, les
mésentériques, les iliaques, les fémorales, les cérébrales issues du tronc basilaire et les
carotides internes (Stevens et Lowe, 1997). Il est également reconnu que les lésions
apparaissent préférentiellement aux endroits où le flux laminaire lié à la circulation du sang
est perturbé (point de bifurcation,…).
Cette maladie débute dès l'enfance, mais ne se manifeste d'un point de vue clinique que bien
plus tard. Elle est donc lente et progressive pouvant apparaître pratiquement chez tous les
adultes, à différents stades.
Bien que les progrès dans la compréhension des étapes majeures de la pathologie aient été
considérables, la pathogenèse et les mécanismes moléculaires impliqués dans le
développement de l'athérosclérose, sont loin d'être complètement élucidés. Avant de décrire
les lésions typiques de l'athérosclérose, nous rappellerons rapidement la structure normale des
artères.
I.1.1 Structure de l'artère
I.1.1.1 L'intima
L'intima est la couche la plus interne des artères. Elle se compose d'une monocouche de
cellules aplaties appelées cellules endothéliales et repose sur une lame basale sous laquelle se
trouve la subendothéliale comprenant des fibres élastiques, une mince couche de fibres de
collagènes et quelques cellules (fibroblastes et cellules musculaires lisses) (figure I.1)
I.1.1.2 La média
La média est la couche moyenne des artères. Elle est constituée de cellules musculaires lisses
et de fibres élastiques. C'est à ce niveau que l'on peut différencier une artère musculaire d'une
artère élastique, la première étant composée presque entièrement de muscles au niveau de la
média. L'artère élastique quant à elle possède de nombreuses lames élastiques concentriques
réparties sur toute l'épaisseur de la média (figure I.1)
I.1.1.3 L'adventice
L'adventice est la couche la plus externe de la paroi des artères. Elle est composée de
collagène et est irriguée par de petits vaisseaux sanguins nommés "vasa vasorum" qui se
ramifient à travers la média (figure I.1)
2I.1.2 Les lésions de l'athérosclérose
L'athérosclérose se caractérise par des lésions qui passent à travers différents stades évolutifs :
la strie lipidique, la plaque fibreuse et la plaque d'athérome (Ross, 1993).
I.1.2.1 La strie lipidique
La strie lipidique est présente dès l'enfance et consiste en une surélévation jaunâtre d'au moins
1 mm de diamètre de l'intima. Elle se compose de macrophages, de lymphocytes T, infiltrés
suite à un dysfonctionnement de la perméabilité vasculaire. Ceci permet également l'entrée et
donc l'accumulation de lipoprotéines de basse densité (LDL), celles-ci s'oxydent par des
mécanismes enzymatiques ou non enzymatiques, dans la subendothéliale pauvre en anti-
oxydants. Les macrophages possédant des récepteurs aux LDL oxydées, internalisent ces
particules, formant ainsi des cellules dites spumeuses. À ce stade, la lésion n'empêche pas le
sang de circuler normalement à travers le vaisseau et une régression reste même possible
(Stevens et Lowe, 1997) (figure I.2)
I.1.2.2 La plaque fibreuse
En réponse à une réaction inflammatoire, les macrophages, les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses sécrètent toute une série de facteurs qui permettent à la lésion de
progresser. Les cellules musculaires lisses de la média migrent vers la partie supérieure de
l'intima, y prolifèrent et peuvent aussi se différencier en cellules spumeuses. D'autre part, les
macrophages continuent à s'infiltrer et le nombre de cellules spumeuses ne fait donc
qu'augmenter. Une partie de ces cellules spumeuses meurt à cause de la toxicité des LDL
oxydées et forme le cœur nécrotique dans lequel sont également présents des cristaux de
calcium, du cholestérol libre ou estérifié, des lymphocytes et parfois même des plasmocytes
(Faggioto et Ross, 1984).
Les cellules musculaires lisses synthétisent et sécrètent les molécules de la matrice
extracellulaire qui concourent à la formation de la chape fibreuse. Cette chape sépare le cœur
nécrotique de la lumière des vaisseaux (Stevens et Lowe, 1997). Une néo-vascularisation de la
paroi par les vaso vasarum provenant de l'adventice apparaît ensuite. A ce stade, la média s'est
amincie et la lumière des vaisseaux s'est rétrécie à cause de la lésion (figure I.2)
I.1.2.3 La plaque d'athérome
L'évolution de la plaque se fait de façon longitudinale et circulaire tout en étant asymétrique.
Cependant, il se peut qu'un phénomène de remodelage compensateur apparaisse et permette à
la lumière du vaisseau de conserver un diamètre plus ou moins normal. Si la chape fibreuse
est résistante, la plaque reste stable. Sinon, elle peut se rompre suite à des contraintes de
cisaillement et à la présence de cellules spumeuses. Dans les artères de moyen calibre, la
formation du thrombus après rupture de la plaque peut provoquer en cas d'occlusion du
vaisseau, un infarctus dans la majorité des cas.
Il existe des facteurs extrinsèques et intrinsèques pour expliquer la rupture de la plaque. Un
des facteurs intrinsèques est la composition de la plaque d'athérome au niveau de la chape
fibreuse et du cœur nécrotique. Les plus instables sont celles qui possèdent une chape fibreuse
fine et un cœur nécrotique plus important. Un second facteur est l'équilibre entre les
molécules sécrétées par les différentes cellules comme l'IFNγ des lymphocytes T qui inhibe la
production de collagène et donc la possibilité d'obtenir une chape résistante et le collagène
produit par les cellules musculaires lisses (figure I.2).
3I.1.3 Les modèles hypothétiques
Il existe plusieurs facteurs augmentant le risque d'athérosclérose. Parmi ceux-ci, on retrouve
les risques dits mineurs qui tels l'obésité, le stress et la sédentarité. Les risques
constitutionnels recouvrent l'âge, le sexe et les antécédents familiaux. Les risques majeurs
quant à eux, sont l'hyperlipidémie, l'hypertension, le diabète sucré et le tabagisme. Pour
expliquer la pathogénèse de l'athérosclérose, plusieurs hypothèses différentes ont été
avancées. Ross et Glomset établirent pour la première fois en 1976 (Ross et Glomset, 1976)
une première hypothèse qui fut modifiée en 1986 selon laquelle " les lésions initiales de
l'athérome ne sont qu'une réponse à divers types d'agressions subies par l'endothélium
artériel". Ces lésions peuvent être dues à une hypertension, un stress hémodynamique ou
encore le tabagisme. Ces différents facteurs contribueraient à augmenter la perméabilité de la
paroi, permettant aux composés plasmatiques, dont les LDL, de s'infiltrer. De plus, la perte
d'intégrité de la paroi initie une réaction inflammatoire au cours de laquelle les monocytes
sont recrutés. Les plaquettes, également activées, sécrètent des facteurs de croissance qui
stimulent la prolifération des cellules musculaires lisses dans l'intima. Les LDL s'accumulent
et s'oxydent au niveau de la couche subendothéliale. Une fois oxydées, les LDL deviennent
bioactives: elles exercent un effet chimiotactique recrutant de nouveaux monocytes et inhibent
la mobilité des macrophages concourant également à la formation du cœur nécrotique. Elles
activent également les cellules endothéliales.
La deuxième hypothèse provient de l'observation faite par Bendit et Bendit selon laquelle
certaines plaques semblent être constituées de cellules musculaires lisses monotypiques, c'est-
à-dire dérivant d'un seul clone cellulaire (Bendit et Bendit, 1973). L'athérosclérose serait alors
due à une anomalie primaire de la croissance des cellules musculaires lisses provoquée par
des excès d'hydrates de carbones ou de cholestérol ou encore par un virus.
Une troisième hypothèse est celle de l'insudation lipidique. Les LDL pénétrant dans l'intima
s'y oxydent et deviennent toxiques pour l'endothélium. Celui-ci y répond par l'initiation d'une
réaction inflammatoire qui recrute les différents acteurs présents dans les lésions.
De nombreuses études ont démontré la présence de protéines ou de lipides oxydés dans les
lésions, témoignant du fait que cette oxydation pouvait avoir lieu in vivo (Haberland et al.,
1998). De plus, des auto-anticorps dirigés contre des épitopes de LDL oxydées ont été
retrouvés circulant librement dans le sérum, ce qui renforce ce concept (Horkko et al., 2000).
Des études supplémentaires immunocytochimiques ont démontré que ces LDL oxydées
n'étaient présentes que dans les artères lésionnelles (Steinberg et Witzum, 1991). Les analyses
de lipoprotéines extraites de lésions athérosclérotiques, ont montré les mêmes propriétés
physico-chimiques que celles de LDL oxydées in vitro (Palinski et al., 1989). Il semblerait
donc que l'oxydation reste faible dans le plasma étant donné la présence de nombreux
composés ayant un pouvoir antioxydant tels que notamment les HDL via les enzymes qui lui
sont associées (paraoxonase, PAF acétylhydrolase) ainsi que les vitamines C, E (Furlong et
al., 1991). Ensuite, lorsque ces LDL partiellement oxydées pénètrent dans l'intima, l'oxydation
se déroule de façon plus rapide. En effet, cette couche possède un potentiel antioxydant bien
plus faible que le plasma.
Différentes études ont démontré l'habilité des LDL oxydées à interférer avec différentes
régulations cellulaires. Par exemple, en théorie lorsqu'un macrophage a effectué son travail de
nettoyage, ayant internalisé les débris cellulaires ou autres, il évacue le tissu concerné.
Cependant les LDL oxydées inhibent cette migration, confinant le macrophage dans l’intima
(Steinberg, 1989). Les LDL oxydées régulent également de manière positive des gènes codant
par exemple pour le MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) dont le rôle est de recruter les
4monocytes circulants (Goldstein et al., 1979). Tout ceci démontre l'importance du rôle joué
par les LDL oxydées lors de l'athérogenèse.
Depuis quelques années, diverses études ont mis en évidence la formation de nombreux
dérivés potentiellement bioactifs lors de cette étape d'oxydation des LDL. Parmis ceux-ci,
nous nous sommes intéressés à un composant lipidique appelé l'acide lysophosphatidique
(LPA) (Cushing et al. 1990). Son action dans les processus athérosclérotiques est encore peu
connue, toutefois plusieurs arguments laissent penser que ce composé pourrait fortement
influencer le développement des lésions.
Le paragraphe suivant sera donc consacré à la description de la structure du LPA ainsi que ces
différentes sources, celles-ci étant encore mal comprises pour le moment.
I.2 L’acide lysophosphatidique (LPA)
L'acide lysophosphatidique est une molécule de type glycérophospholipide connue depuis
longtemps comme étant un intermédiaire dans la biosynthèse des phospholipides à la fois dans
les cellules eucaryotes et procaryotes (Bishop et Bell, 1988).
Certains auteurs ont montré que la quantité de LPA présente dans les lésions
athérosclérotiques est beaucoup plus élevée au niveau du cœur nécrotique là où la
concentration en lipides est la plus importante. En effet, le taux moyen de LPA est parfois
jusqu'à 13 fois supérieur dans les plaques athérosclérotiques (10 à 49 pmol/mg de tissu) par
rapport à celui des artères normales (1,2 à 2,8 pmol/mg de tissu) (Siess et al., 1999). En
parallèle à cela, il est également apparu depuis plusieurs années que le LPA pouvait jouer un
rôle de messager extracellulaire via sa liaison à des récepteurs couplés aux protéines G
(Moolenaar, 1994) mais aussi interagir comme ligand intracellulaire pour le PPARγ et ce dans
divers types cellulaires.
Tout laisse donc à penser que le LPA puisse induire et perpétuer la réponse inflammatoire en
cours au sein de la plaque d'athérome.
I.2.1 Structure du LPA
Le LPA est un 1-acyl-sn-glycéro-phosphate, c'est à dire une molécule constituée d'un
squelette glycérol présentant en position sn-1 une chaîne d'acide gras, en position sn-2 un
groupe hydroxyle, et un groupement phosphate en position sn-3 (Jalink et al., 1994). Il existe
également une variante de cette molécule de LPA, le 2-acyl-sn-glycéro-phosphate qui
présente un groupement hydroxyle en position sn-1 et une chaîne d'acide gras en position sn-
2. Lorsque l'acide gras de substitution est en position sn-1, il peut former un lien acyl, alkyl ou
alkényl avec le squelette de glycérol, par contre si la substitution se fait en sn-2, le lien est de
type acyl (figure I.3).
Le squelette glycérol ne serait pas essentiel à l'activité de celui-ci, les facteurs déterminants
étant la longueur, le degré d'insaturation et le type de liaison de l'acide gras au glycérol (Xu et
al., 1998). Enfin, l'équipe de Jalink a observé à partir de cellules A431 de carcinome humain,
que le remplacement du groupement phosphate dans le palmitoyl-LPA par des groupements
phosphanate causait une perte d'activité presque totale, démontrant ainsi que sa présence est
critique pour l'activité du LPA (données non publiées).
De façon générale, la meilleure activité a été mise en évidence à partir d'un squelette de
glycérol sur lequel un acide gras de 16 ou 18 carbones est fixé par une liaison de type acyle
(Xie et al., 2002).
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18:2, 20:4) (Xie et al, 2002) et les concentrations se situent entre 0,6 et 1 µM (Gaits et al.,
1997).
La forme de LPA qui a été utilisée au cours de ce mémoire présente en position sn-1 un lien
acyl avec l'acide oléique (figure I.4). Cette forme est capable d'activer les trois principaux
récepteurs au LPA et est considérée généralement comme la plus efficace pour induire une
large gamme de réponses cellulaires.
I.2.2 Les sources de LPA
Au niveau intracellulaire
Au niveau intracellulaire, une source majeure de LPA se trouve être le réticulum
endoplasmique (Bishop et Bell, 1988) où la glycérol-3-phosphate acyl transférase catalyse sa
production à partir du glycérol-3-phosphate avec un acyl-CoA comme donneur d'acyl. Le
LPA peut aussi être produit à partir d'acyl-dihydroxyacétone phosphate par une réductase. Le
LPA sert dans ce cas à former l'acide phosphatidique (PA), précurseur de tous les
glycérophospholipides et n'aurait pas de rôle en tant que messager intercellulaire.
Au niveau du sérum
Le LPA peut aussi être produit dans le sérum. A ce niveau, le LPA se trouve sous une forme
liée à l'albumine, limitant d'une part son activité biologique et le protégeant d'autre part de
l'hydrolyse par les phospholipases du sérum (Tigyi et Miledi, 1992).
Les plaquettes activées constituent la majeure source de LPA (Gerard et Robinson, 1989).
Lorsque les plaquettes sont incubées en présence de thrombine, celles-ci s'activent et il s'en
suit alors une cascade d'événements. La thrombine se fixe en premier lieu sur son récepteur en
membrane des plaquettes, ce qui provoque l'activation de celui-ci. Il interagit alors avec une
protéine G qui causera l'activation de la phospholipase C (PLC). Tout d'abord, celle-ci
catalyse l'hydrolyse de l'inositol triphosphate en diacylglycérol (DAG). DAG qui peut par
après prendre différentes directions:
- Soit il subit l'action de la diacylglycérol lipase le convertisant en monoacylglycérol
(MAG), pouvant être phosphorylé par une MAG kinase pour former du LPA ou
encore être hydrolysé par la MAG lipase pour former du glycérol et de l'acide
arachidonique (Gaits et al., 1997).
-  - Soit le DAG se fait phosphoryler par la DAG kinase afin de former du PA qui peut
être réincorporé dans les phospholipides cellulaires, servir de réserve de DAG pour
activer la PKC ou encore être le précurseur du LPA (Jalink et al., 1994) (figures I.5 et
I.6).
La formation de LPA à partir de PA se fait via une PLA2 (phospholipase A2) qui déacyle
celui-ci. Cette enzyme hydrolyse en fait le lien ester du phospholipide en position sn-2
formant à la fois un lysophospholipide et un acide gras non estérifié (Dennis et Six, 2000)
(figure I.7).
La PLA2 existe également sous forme sécrétoire (sPLA2-IIA) (Camejo et al., 2001). Elle est
produite par différents types cellulaires suite à une stimulation par différentes cytokines pro-
inflammatoires et s'accumule dès lors dans le plasma (Foucarde et al., 1995) (figure I.8). Elle
y catalyserait l'hydrolyse de phospholipides membranaires au niveau des plaquettes activées,
en lysophospholipides tels que la lysophosphatidylcholine (LPC), la
lysophosphatidyléthanolamine (LPE) et la lysophosphatidylsérine (LPS) (Yokoyama et al.,
1995). Ces lysophospholipides sécrétés par les plaquettes seraient par après convertis en LPA
suite à l'action d'une lyso-PLD.
6Le LPLD (lysophospholipase D) est une métalloenzyme extracellulaire requérant la présence
d'ions zinc, calcium, magnésium ou encore nickel pour fonctionner (Tokumura et al., 1998).
Parmi ses activités, l'une des plus étudiées est l'hydrolyse du lien phosphatidylcholine acyl ou
alkyl (Xie et al., 2002) (figure I.9). Outre l'action déjà mentionnée sur les lysophospholipides
des plaquettes, la LPLD hydrolyse les lysophospholipides tels que la lysophosphatidylcholine
libérée par le foie ou bien produite via la lécitine/cholestérol acyl transférase (LCAT) dans les
HDL en LPA (Sekas et al., 1985). Une partie de ce LPA est converti en MAG par une LPA
phosphatase (Tokumura, 2002). (figure I.10)
Les LPC présentes sur la membrane des érythrocytes pourraient également servir comme
substrats de la lyso-PLD (Aoki et al., 2002).
Au niveau des autres cellules
D'autres cellules et tissus pourraient également sécréter de manière constitutive ou induite du
LPA via l'action combinée d'une phospholipase D (LPD) et d'une PLA2. Cette voie de
production a été particulièrement étudiée dans des cellules cancéreuses ovariennes (Eder et
al., 2000). La PLD catalyse la conversion d'une PC en PA. Une PLA2 hydrolyse ensuite le lien
ester en sn-2 pour générer du LPA. Plusieurs isoformes de PLA2 pourraient catalyser cette
dernière hydrolyse (Eder et al., 2000). La PLD pourraient également générer du LPA
directement à partir de LPC préexistante.
Les voies de synthèse du LPA sont donc variées et complexes. Cette production est en outre
régulée par divers agonistes comme illustré dans le tableau I.1.
Au  niveau des LDL
Enfin, le LPA peut aussi être produit dans des LDL faiblement oxydées où la concentration en
LPA augmente de 5 à 6 fois au cours de l'oxydation. Le LPA s'accumule donc dans les lésions
athérosclérotiques. L'une des causes de cette accumulation pourrait être la sécrétion de la
sPLA2 induite dans le contexte pro-inflammatoire de cette pathologie. Cette sPLA2
hydrolyserait les phospholipides des LDL (Siess et al., 1999; Siess et al., 2002).
Enfin, signalons que la bactérie Chlamydia pneumoniae produirait du LPA via sa PLD à partir
des phosphatidylcholines présentes dans les ox-LDL ou présentes sur le feuillet membranaire
externe des cellules. Ces bactéries ont notamment été retrouvées au niveau des lésions
athérosclérotiques (Kalman et al., 1999).
Pour terminer, le LPA est dégradé en monoglycérides lorsque la lipide phosphate phosphatase
(LPP) le déphosphoryle (Roberts et al., 1998). Celle-ci est exprimée en partie au niveau de la
membrane plasmique de la cellule ou encore sur le feuillet luminal intracellulaire de la
membrane, ce qui implique que son site actif se trouve soit du côté extracellulaire, soit du côté
luminal d'organites tels que le réticulum endoplasmique ou encore l'appareil de golgi. Elle
peut donc déphosphoryler des substrats extracellulaires sans qu'ils soient transportés à
l'intérieur de la cellule, ce qui fait d'elle une "ecto-enzyme" (figure I.11). Cependant le rôle de
cette protéine est controversé et ne se limite vraisemblablement pas à une simple activité de
dégradation (Jasinska et al., 1999).
I.2.3 Les effets du LPA
C'est au milieu des années 1980 que le LPA fut reconnu en tant que facteur de croissance par
l'équipe de Moolenaar (Moolenaar et al., 1986). Il fut notamment démontré que le LPA
pouvait induire divers effets dont l'inhibition de l'adénylate cyclase (AC), l'augmentation
d'inositol triphosphate, de calcium intracellulaire, d'incorporation de thymidine tritiée et
l'activation de la PKC (Contos et al., 2000) . D'autres auteurs ont mis en avant un effet du
LPA sur l'agrégation plaquettaire, la contraction des muscles lisses directement ou via la
7libération d'agents vasoactifs tels que l'endothéline-1 (Yakubu et al., 1997), la chémotaxie,
l'invasion de cellules tumorales, la dédifférenciation des cellules musculaires lisses, la
rétraction des neurites ou encore des réarrangements du cytosquelette par la formation des
fibres de stress et d'adhésion focale (Schumacher et al., 1979). Il a aussi été montré que le
LPA provoquait la prolifération des fibroblastes (Jalink et al., 1994), augmentait l'expression
de molécules d'adhérence telles que la E-selectine, la VCAM-1 chez les cellules endothéliales
et pouvait promouvoir la survie des lymphocytes T (Goetz et al., 1999).
Afin d'approfondir les connaissances sur le LPA, d'autres tests ont été menés révélant par
exemple que l'utilisation de la toxine pertussique permet d'inhiber complètement l'effet
mitogène du LPA. Etant donné que cette toxine a une activité ADP-ribosyl transférase qui lui
permet d'interférer avec des protéines G, cela a permis de suspecter l'importance des protéines
G dans les mécanismes moléculaires d'action du LPA.
Les protéines G étant des protéines couplées à des récepteurs à sept passages
transmembranaires, cela sous-entend l'existence de récepteurs membranaires au LPA (Tigyi et
al., 1998) (figure I.12). D'autre part, de récentes études faites par McIntyre et ses collègues,
ont démontré que le LPA était aussi un ligand à haute affinité d'un récepteur : le facteur
PPARγ (McIntyre et al., 2002).
Nous allons décrire dans un premier temps en plus amples détails ce que sont les récepteurs
membranaires au LPA couplés aux protéines G ainsi que les voies de signalisation en aval de
ces récepteurs.
I.3. Les récepteurs au LPA
I.3.1 Les récepteurs membranaires
Les récepteurs membranaires au LPA sont appelés depuis les années 1990, les récepteurs
EDG (Endothelial Differentiation Gene). Ce terme décrit à l'origine un récepteur orphelin
couplé aux protéines G, encodé par des gènes de réponse précoce clonés à partir de cellules
endothéliales HUVEC (Hla et Maciag, 1990). Les récepteurs de la famille EDG se subdivisent
en deux grands groupes: les récepteurs LPA reconnus par le LPA et les récepteurs S1P
reconnus par la sphingosine-1-phosphate (Lynch, 2002). Récemment, les récepteurs EDG ont
reçu une nouvelle appellation par le NC-IUPHAR (The International Union of Pharmacology
Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classifiation). Ils sont nommés selon
l'abréviation de leur ligand le plus affin suivi d'un nombre arabe permettant de distinguer les
différentes isoformes (tableau I.2). Nous nous focaliserons dans ce travail sur les récepteurs
LPA, au nombre de quatre: LPA1, LPA2, LPA3, LPA4. Les trois premiers sont conservés,
tandis que le LPA4 montre une séquence divergente qui l'apparente plus au récepteur au PAF
(platelet activating factor) (pour une revue récente, voir Ankiler et Chun, 2004).
I.3.1.1 Structure des récepteurs au LPA
Comme nous venons de le signaler, les récepteurs au LPA sont couplés à des protéines G. Ces
GPCRs (G Protein Coupled Receptors) interagissent avec les quatre classes de protéines G
hétérotrimériques que sont les Gs, Gi/o, G12/13, Gq. Ces récepteurs membranaires sont constitués
de sept hélices transmembranaires hydrophobes reliées par des boucles extra- et intra-
cellulaires. Il semble que la boucle entre les hélices V et VI du côté cytoplasmique soit
responsable de l'interaction avec les protéines G et plus précisément avec la région C-
terminale au niveau des 5 derniers résidus de la sous-unité α (Hamm, 1998). Les GPCRs
possèdent une extrémité N-terminale extracellulaire et C terminale intracellulaire. (figure
I.13). Ils présentent une structure tridimensionnelle comparable à celle des autres GPCRs,
comme les récepteurs alpha ou béta adrénergique, muscarinique et bien d'autres (Baldwin,
81994). Les LPA1, LPA2, LPA3 et LPA4 sont constitués de respectivement 364, 351, 353 et
370 acides aminés chez l'homme et ont un poids moléculaire estimé à 41,2; 39,1 40,1 kDa et
42 kDa.
I.3.1.2 Localisation tissulaire des récepteurs au LPA
La distribution tissulaire des récepteurs au LPA semble assez large et semblable pour les trois
isoformes, les différences provenant surtout du niveau d'expression de chacun de ceux-ci dans
un tissu. Un tableau résume les principales localisations tissulaires de ces récepteurs (tableau
I.3).
I.3.1.3 Structure et mécanisme d'activation des protéines G
Les protéines G sont les médiateurs de la transmission de l'information reçue par le récepteur
membranaire et traitée par l'effecteur. Elles sont constituées de trois sous-unités fonctionnelles
différentes (α, β, γ) formant un complexe hétérotrimérique.
Chaque sous-unité est encodée par des gènes différents.
Les sous-unités α sont encodées par au moins 17 gènes et reparties en quatre classes (Gαs,
Gαq, Gαi, Gα12) qui diffèrent par la composition quantitative et qualitative en acides aminés,
par l'effecteur et le récepteur membranaire auxquels elles sont couplées ainsi que par l'action
exercée sur cet effecteur (Sternweis, 1994). La sous-unité α possède deux domaines: un
premier domaine de liaison et d'hydrolyse du GTP appelé " le domaine G" et un deuxième
domaine hélicoïdal servant à enfouir le GTP à l'intérieur de la structure de la protéine (Noel et
al., 1993).
La sous-unité β possède une structure composée d'une hélice à sept palmes basées sur la
répétition d'un motif 7 WD-40 et possédant un pore rempli d'eau. Elle interagit avec la sous-
unité γ via une boucle N-terminale (Sondek et al., 1996).
La sous-unité γ possède quand à elle, une structure en hélice α. (figure I.14)
L'activation de ces protéines repose sur un échange entre guanosine diphosphate et
triphosphate (GDP/GTP). De plus, l'efficience de transduction est fonction de la balance entre
cet échange et le taux d'hydrolyse du GTP (Ross et Wilkie, 2000).
A l'état de repos, la sous-unité α lie du GDP de façon non covalente et forme un complexe
hétérotrimérique avec les sous-unités βγ. Cet hétérotrimère est ancré en membrane par des
ancres lipidiques présentes au niveau des sous-unités α et γ. Lors de la liaison du ligand à son
récepteur, les hélices 3 et 6 du récepteur changent de conformation ce qui modifie ensuite
celle des loops intracellulaires interagissant avec les protéines G. Ce mouvement découvre
ainsi un site de liaison jusqu'alors enfoui. C'est au niveau du troisième loop intracellulaire que
l'interaction avec la sous-unité α peut se faire (Farrens et al., 1996). Le GDP, dont l'affinité
pour la sous-unité α diminue suite à une modification des interactions interdomaines de celle-
ci, est remplacé par du GTP. Le complexe Gα-GTP se dissocie alors de la sous-unité βγ et se
fixe à l'effecteur, y induisant à son tour un changement de conformation qui active celui-ci
(Hamm, 1998). Cette activation est transitoire étant donnée l'existence d'une activité
intrinsèque GTPasique de la sous-unité α. Une fois le GTP hydrolysé en GDP, le complexe
Gα-GDP retourne en membrane pour former un hétérotrimère avec le complexe βγ (figure
I.15).
Il est apparu que l'activation  des récepteurs au LPA pouvait mener à l'induction de toute une
série d'événements parmi lesquels peuvent être cités l'activation de la PLD, la PLC, des
Mitogen Activated Protein (MAP) kinases, de la phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K), la
protéine rho,… (Moolenaar, 1995).
9I.3.1.4 Voies de  signalisation activées par le LPA
Différentes classes de protéines G sont couplées aux récepteurs au LPA. LPA1 et LPA2 sont
couplés aux protéines G de la famille Gi/o,Gq et G12/13. LPA3 pour sa part, ne serait couplé
qu'aux deux premières. LPA4 est couplé aux protéines G de la famille Gs (Anliker et Chun,
2004) (figure I.12).
Nous allons maintenant tenter de comprendre les mécanismes de signalisation des différentes
voies activées par la liaison du LPA à ses récepteurs, qui varient selon la nature de l'effecteur
régulé par la protéine couplée au récepteur. Ces effecteurs sont:
L 'adénylate cyclase (AC)
L'adénylate cyclase est activée par les protéines de la famille Gs (cas du LPA4) et est inhibée
par les protéines de la famille Gi (cas du LPA1-3) (Reithmann et al, 1990).
Lorsque le LPA se lie au LPA4 associé aux protéines G de types Gs, la concentration en
AMPc formé suite à l'hydrolyse d'un groupement pyrophosphate de l'ATP augmente. Cette
augmentation inhibe l'action proliférative de molécules comme les facteurs de croissance ou
encore le LPA lui-même. En effet, lorsque le LPA se lie aux LPA1-3, l'activation du
complexe Gi provoque la dissociation de la sous-unité α du complexe βγ et l'inhibition de
l'AC par cette sous-unité (Parhami et al., 1995) (figure I.16).
La phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K)
Le LPA possède un effet sur la survie cellulaire médié par la voie de signalisation Gi/o/
(PI3K)/Akt. Les PI3K font partie d'une famille de lipide kinases comprenant trois classes.
Nous nous limiterons ici aux PI3K de classe I principalement impliquées dans les processus
de signalisation mitogénique. La classe I est composée de tous les hétérodimères comprenant
une sous-unité catalytique retrouvée sous 4 isoformes (p110 α, β, γ, δ) et associée à une sous-
unité régulatrice (voir par exemple, Yart et al., 2002). La PI3K est activée par les protéines de
la famille Gi, ce qui est le cas des récepteurs LPA1-3 (Ye et al., 2002). Comme l'indique son
nom, elle phosphoryle en position 3' l'anneau inositol de phosphoinositides. Son activation
aboutit à la formation de composés comme le phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
(pdtIns(3,4,5)P3) qui médie l'activation d'une sérine/thréonine kinase Akt/PKB (protéine
kinase B) ainsi que celle d'une kinase dépendante des phosphoinositides (PDK), responsables
du contrôle de la prolifération cellulaire et de la survie (Rameh et Cantley, 1999).
Akt/PKB est donc un effecteur en aval de la PI3K. Son activation est indispensable pour la
survie cellulaire médiée par le LPA (Weiner et Chun, 1999). Cependant la manière dont
l'activation de Akt mène à la survie cellulaire reste mal comprise (figure I.17). Il est
important de noter que le LPA ne possède pas que des effets bénéfiques pour la survie des
cellules, mais qu'il peut induire l'apoptose de façon dépendante du type cellulaire. Signalons
par ailleurs que les sous-unités catalytiques de la PI3K ont aussi une activité protéine kinase
intrinsèque, qui semble critique pour promouvoir la phosphorylation de MEK et donc
l'activation de la cascade de ERK1/ERK2 (extracellular regulated kinase 1-2).
La petite protéine G Ras et la voie des MAPK
Le LPA possède des effets pro-prolifératifs médiés par l'induction et par la liaison du facteur
SRF (serum response factor) et du TCF (ternary complex factor) sur les SRE (serum response
element) présents dans les promoteurs de gènes liés à la croissance (Goetzl et Songzhu, 1998).
Ce mécanisme nécessite l'implication de la voie de Ras et des MAPK. La protéine Ras est le
point de convergence de la transmission de l'information provenant d'un messager
extracellulaire appartenant à la famille des facteurs de croissance (Blumer and Johnson, 1994)
ou encore du LPA. Elle se trouve en amont de la voie des MAP kinases. Celles-ci sont
activées par les protéines de la famille Gi (figure I.18). Il a été montré que le LPA causait une
accumulation de la petite protéine G Ras (Van Corven et al., 1993). Cette protéine
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membranaire a perdu la capacité d'échanger elle-même le GDP contre du GTP, le faisant dès
lors à l'aide d'un GEF (guanosine exchange factor) (Pearson et al., 2001). Ras est activée
probablement via une kinase. Il pourrait s'agir de la kinase c-src, mais d'autres auteurs
évoquent également des récepteurs aux facteurs de croissance tels que le récepteur au EGF
(Kranenburg et Moolenaar, 2001). Ras activée déclenche alors par phosphorylations
successives, la voie des MAPK avec en aval ERK1 et ERK2  (Robbins et al., 1993). Celles-ci
activées, migrent ensuite dans le noyau afin d'activer une série de facteurs de transcription
ayant des effets mitogéniques (figure I.18).
La petite protéine G Rho
Une conséquence importante au niveau cellulaire de la liaison du LPA à son récepteur, est le
réarrangement de l'actine du cytosquelette. Ces modifications du cytosquelette sont connues
pour être médiées par la protéine Rho (Goetzl et Songhzhu, 1998) dont l'activation peut être
induite par la protéine G de type G12/13 associée aux récepteurs LPA1 et LPA2.
La façon dont la protéine G active la voie de Rho reste incomprise. L'un des acteurs activés
par Rho est une Ser/Thr kinase qui phosphoryle et inhibe la MLC (myosin light chain)
phosphatase. De ce fait, la phosphorylation des chaînes légères de myosine augmente, ce qui
favorise les contractions du cytosquelette d'acto-myosine.
Cette protéine serait responsable de la rétraction des neurites, de la formation des fibres
d'actine de stress et de l'arrondissement de la cellule (Kimura et al., 1996) (figure I.19).
La phospholipase C
La PLC est en amont de la PKC et est activée par les protéines G de type Gi et Gq
(Moolenaar, 1995). L'activation de la PLC provoque la formation de l'inositol-3-phosphate
(IP3) et du DAG à l'origine respectivement d'une augmentation du calcium intracellulaire et
de l'activation de la PKC (Jalink et al., 1990). De plus, l'activation de la PKC permet d'activer
la PLD responsable de la formation de PA à partir de PC (Van der Bend et al., 1992).
Le système des récepteurs au LPA est donc complexe, par la diversité des récepteurs au LPA,
des protéines G associées, des effecteurs régulés et des cascades en aval de ces effecteurs.
Nous pouvons donc comprendre que les effets du LPA soient multiples et variables selon les
types cellulaires et tissus mis en présence. La diversité de ces réponses est illustrée dans le
tableau I.4. Mais la biologie du LPA s'est encore compliquée avec la découverte récente de
McIntyre et son équipe: le LPA serait également un ligand lipidique naturel à haute affinité
pour le facteur nucléaire PPARγ (McIntyre et al., 2003).
I.3.2 Les récepteurs PPAR (Peroxysome Proliferator-Activated Receptors)
C'est en 1990 que les récepteurs activés par les inducteurs de la prolifération des peroxysomes
furent découverts par Isseman et Green. Ils mirent en évidence l'isoforme α (PPARα) et β
(PPARβ), cette dernière pouvant encore être nommée δ ou encore NUC-1. En 1999,
Devergne et ses collaborateurs identifèrent un troisième récepteur appelé PPARγ. Leur nom
provient du fait que différentes molécules activant PPARγ augmentaient également le nombre
et la taille des peroxysomes dans le foie de rongeurs (Issemann et Green, 1990).
I.3.2.1 Les PPARs et leurs ligands
Ces récepteurs appartiennent à une sous-famille de récepteurs nucléaires qui comprend les
récepteurs à l'acide rétinoïque ou encore les récepteurs à l'hormone thyroïdienne. Ce sont des
facteurs de transcription régulant l'expression de gènes cibles en réponse à la liaison de
ligands lipophiles (Nishizawa et al., 2001).
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On distingue trois isoformes assez similaires, PPARα, PPARβ/δ, PPARγ, encodées par des
gènes situés respectivement sur les chromosomes 22, 6 et 3 chez l'homme.
Ils possèdent un domaine A/B N-terminal faiblement conservé ayant une fonction
transactivatrice ligand-indépendante (AF-1). L'action des récepteurs peut être régulée suite à
des phosphorylations dans ce domaine A/B par certaines MAP kinases comme ERK ou
encore JNK (Escher et Whali, 1999). Cette régulation peut être positive comme cela a été vu
pour PPARα ou encore négative en ce qui concerne PPARγ2 (Shao et al., 1998) (figure I.20).
Ces récepteurs possèdent également un domaine C de liaison à l'ADN (DBD ou DNA binding
domain) partageant 85 % de similarité à l'intérieur de la famille (Lemberger et al., 1996).
Un domaine D constitue une extension du domaine DBD C terminal (CTE) ainsi qu'une
région charnière reliant le domaine C au domaine E/F (Neve et al., 2000).
Ce domaine E/F comprend un domaine de liaison au ligand (LBD) conservé à 70% et une
fonction transactivatrice dépendante du ligand (AF2) (Takano et Komuro, 2001). De plus, le
domaine E/F fournit également une surface de dimérisation avec un autre récepteur
(Lemberger et al., 1996).
Le transcrit ARN de PPARγ existe sous trois isoformes issues de l'usage alternatif des trois
promoteurs internes au gène. Les isoformes γ1 et γ3 sont toutes deux traduites en une même
protéine: PPARγ1 (Houseknecht et al., 2000). L'isoforme γ2 quant à elle mène à l'expression
de la protéine PPARγ2 différant de PPARγ1 par 28 acides aminés supplémentaires à
l'extrémité N-terminale (Gurnell, 2003) (figure I.21).
Sous une forme non liée au ligand, les PPARs sont inactifs étant donné qu'ils sont liés à un
complexe de co-répresseur. La liaison du ligand libère le co-répresseur et récrute un complexe
co-activateur (Escher et Whali, 2000). Une fois le ligand fixé à son récepteur, survient un
changement de conformation qui permet au récepteur de former un hétérodimère avec le
récepteur à l'acide 9-cis-rétinoïque (RXR) et de se lier ainsi aux éléments de réponse de PPAR
(PPRE ou PPAR response element) se situant en amont du gène contrôlé.
PPRE se compose d'une séquence formée par la répétition directe (DR-1) d'un motif
hexamèrique (AGGTCA) séparé en général par une paire de bases (Vidal, 2002). Le
complexe PPAR-RXR peut ensuite recruter toute une série de co-répresseurs (par exemple le
Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid Receptor "SMRT") ou de co-activateurs  (tels le
cAMP response element-binding protein "CREB", le steroid receptor coactivator "SRC-1")
(Puigserver et al., 1999). Cette interaction peut être médiée par un autre co-activateur initial
(PGC1) comme c'est le cas pour PPARγ (figure I.22).
De façon générale, PPARα  stimule la β-ω  oxydation des acides gras en contrôlant
l'expression d'enzymes, comme la protéine de transport des acides gras (FATP) ou encore
l'acyl CoA synthase. En ce qui concerne PPARβ/δ, il a été montré qu'il joue un rôle dans
l'implantation de l'embryon, la prolifération cellulaire et le métabolisme du cholestérol
(Kersten et al, 2000).
Pour terminer, PPARγ dont nous reparlerons plus en détails dans le point I.3.2.3, stimule la
différenciation adipocytaire, augmente le stockage des lipides et régule l'expression de gènes
du métabolisme lipidique tels que la LPL (lipoprotéine lipase), FATP (fatty acid transporter
protein, l'acyl Co synthase et la protéine de liaison des acides gras aP2 (Vidal, 2002). Le
PPARγ joue également un rôle essentiel dans les fonctions du macrophage et en particulier
dans la formation de cellules spumeuses (Tontonoz et al., 1998).
Etant donné que le domaine de liaison aux ligands est faiblement conservé, les PPARs ont la
capacité de lier de nombreux ligands différents, endogènes ou synthétiques, chacun se
caractérisant par une affinité particulière pour un récepteur ou pour les trois récepteurs. Les
ligands synthétiques peuvent être classés en diverses catégories dont les inducteurs de la
prolifération des péroxysomes, les agents hypolipidémiants, certains agents anti-
inflammatoires ou encore en des molécules sensibilisant la cellule ou le tissu à l'insuline.
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-PPARα a pour ligands les acides gras et leurs dérivés à chaîne insaturée de 10 à 22 carbones,
dont les plus affins sont les acides linoléique (LA) et docosahéxaénoïque (DHA) (Yu et al,
1995).
Les dérivés de la voie de la lipoxygénase produits à partir d'acide arachidonique, tels que les
éicosanoïdes (acide 8-5- hydroxyéicosatétraénoÎque: HETE) et les leukotriènes (LTB4) ont
également été répertoriés comme ligands de PPARα (Lemberger et al.,1996). Lorsqu'ils sont
présents à haute concentration (10 µM), certains métabolites de la voie de la cyclooxygénase
comme les prostaglandines de la série J, A ou D peuvent aussi activer ce récepteur (Yu et al.,
1995).
Le premier agent hypolipidémiant décrit en tant que ligand de PPARα est le WY-14643,
appartenant à la classe des fibrates, d'autres molécules suivirent (Clofibrate, bezafibrate,
ciprofibrate, fenofibrate) (Escher et Whali, 2000). Il s'agit en fait de molécules induisant
l'expression de l'apoprotéine-A1, favorisant la production de HDL (high density lipoprotein)
ou "bon cholestérol".
Sont également répertoriés comme ligands de PPARα , certains médicaments anti-
inflammatoires non stéroïdiens (NSAID) comme l'Ibuprofen, le Fenoprofen ou bien encore
l'indométhacine (Houseknecht et al., 2000) (figure I.23).
-PPARγ  est activé par les métabolites dérivés de l'acide arachidonique produits depuis la voie
de la cyclooxygénase dont les prostaglandines de la série J (PGJ) qui proviennent de la
dégradation non enzymatique des PGD2. Le métabolite provenant de cette voie et ayant la
plus forte affinité est la 15d-PGJ2 (Lehmann et al., 1995).
Ils peuvent également être activés par des acides gras polyinsaturés à longue chaîne tels
l'acide linoléique, l'acide linolénique, l'acide arachidonique. Les métabolites de la voie de la
lipoxygénase (par exemple, l'acide 15 hydroxyéicosatétraenoïque ou 15 HETE) produits à
partir des acides sont considérés comme ligands de PPARγ
Certains composants de ox-LDL comme les acide 9 ou 13 hydroxyoctadécadienoïques (9-ou
13-HODE) ou encore l'hexadécyl-azélaoyl-phosphatidylcholine, peuvent aussi lier et activer
ce récepteur (Takano et Komuro, 2001).
Les NSAIDs sont aussi ligands de PPARγ (Lehmann et al., 1997).
Dans le but de traiter plus efficacement le diabète sucré de type 2 ou diabète insulino-
dépendant, une nouvelle classe de molécules fut synthétisée: les thiazolidinédiones (TZD). En
1995, l'équipe de Lehmann démontra qu'elles étaient aussi des ligands à haute affinité pour
PPARγ et au fil des années, leur nombre ne cessa de croître (ciglitazone, rosiglitazone,
pioglitazone, troglitazone, englitazone..) (Lehmann et al., 1995) (figure I.24).
-Les ligands de PPARβ/δ  sont moins connus. Les TZD sont capables d'activer ces récepteurs
avec une affinité moindre que celle détectée pour l'isoforme γ. Tout comme PPARγ, les acides
arachidonique, linolénique et linoléique sont capables d'activer également l'isoforme β/δ ainsi
qu'un analogue métabolique de l'acide palmitique: l'acide 2-bromopalmitique (Amri et al.,
1995).
La distribution des récepteurs PPARs est assez répandue en montrant un taux d'expression
différents entre les trois isoformes, tout comme dans le cas des récepteurs membranaires au
LPA.
Le tableau I.6 décrit la distribution tissulaire et cellulaire de ces récepteurs.
I.3.2.2 PPARγ  et LPA
McIntyre et ses collègues (McIntyre et al., 2003) ont récemment identifié le LPA en tant
qu'agoniste de l'isoforme γ des PPARs. En effet, suite à des tests de liaison, ils ont découvert
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que le LPA pouvait entrer en compétition avec d'autres lipides pour PPARγ et même déplacer
des ligands de haute affinité du récepteur, tels que les TZD. Après avoir mené d'autres tests,
ils ont également mis en évidence que l'induction du gène encodant le récepteur scavenger
CD36, était déclenchée suite à la liaison du LPA sur PPARγ. Ce gène est bien connu pour être
régulé par le facteur PPARγ.
De plus, Zhang et ses collègues ont mis en évidence que le LPA et ses analogues induisaient
la formation de néointima  in vivo dans l'artère carotide de rat exposée pendant 60 minutes au
LPA (Zhang et al., 2004). Ils observent également une augmentation de l'immuno-réactivité
pour le récepteur CD36 au niveau du tissu néo-intimal induit, du moins avec certaines
isoformes de LPA. Ils ont observé qu'il existe également une stéréospécificité requise pour
induire la formation de la néo-intima.
Ces données récentes suggèrent que le LPA extracellulaire est donc bien capable de traverser
la membrane et de se diriger vers le noyau pour activer le facteur PPARγ et y induire les
gènes qu'il contrôle
I.3.2.3 Principales fonctions de PPARγ
Les PPARs jouent de nombreuses fonctions critiques d'un point de vue physiologique en tant
que senseurs lipidiques et régulateurs du métabollisme lipidique. Ils permettraient donc de
signaler à la cellule au niveau de l'expression génique, des modifications dans les apports
nutritionnels et plus particulièrement dans sa composition lipidique. Comme ce mémoire est
centré sur le LPA, ligand des récepteurs au LPA et de PPARγ, nous nous focaliserons sur les
fonctions de PPARγ. L'isoforme γ des récepteurs PPARs joue de nombreux rôles importants
dans différentes fonctions cellulaires tels que l'adipogenèse, la différenciation cellulaire, la
régulation du cycle cellulaire ainsi que dans l'inflammation. Nous allons maintenant parcourir
rapidement ces différents processus.
PPARγ dans l'adipogenèse
L'adipogenèse est le processus de différenciation par lequel passe une cellule préadipocytaire
pour devenir un adipocyte (Houseknecht et al., 2000). Cette étape est nécessaire pour
permettre le stockage des lipides, elle s'accompagne de l'apparition de marqueurs
adipocytaires comme la protéine cytoplasmique de liaison des acides gras (aP2), la leptine, la
lipoprotéine lipase, la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PECK) ou encore l'acyl-CoA
synthétase (ACS) (Tontonoz et al., 1995). L'activation de PPARγ par ses ligands stimule ce
processus dans les tissus adipeux blancs et les tissus adipeux bruns, en interagissant avec les
éléments en cis des gènes qui régulent l'adipogenèse (Chawla et al., 1994). PPARγ joue
également un rôle essentiel dans la formation des cellules spumeuses à partir de macrophages
(Tontonoz et al., 1998). Lehrker et Lazar (2004) ont d'ailleurs  récemment souligné la
convergence entre la lignée adipocytaire et la lignée monocytaire dans les contextes
respectivement de l'obésité et de l'athérosclérose.
PPARγ dans la pathologie du diabète
Le diabète de type II ou diabète sucré insulino-indépendant (NIDMM) est caractérisé par un
taux élevé de glucose sanguin, un dysfonctionnement quant à la production de glucose par le
foie et est aussi marqué par une augmentation de l'apoptose des cellules β du pancréas et un
manque de sensibilité à l'insuline (De Fronzo,1988).
Afin de traiter cette pathologie, des molécules améliorant la sensibilité des tissus à l'insuline
furent mises au point: les TZD. Il s'agit précisément de ligands de PPARγ (Mital et al., 2002).
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L'activation de PPARγ par ces ligands permet d'augmenter l'expression de protéines
appartenant à la voie de signalisation de l'insuline et donc d'augmenter la sensibilité des tissus
à celle-ci (Capeau, 2003). Enfin, certains auteurs pensent que les TZD pourraient exercer
leurs effets via PPARγ par la sécrétion de molécules encore non identifiées qui moduleraient
la sensibilité des organes  à l'insuline (Lemberger et al., 1996).
PPARγ et la régulation du cycle cellulaire
Un autre aspect intéressant de l'activation des récepteurs PPARγ d'un point de vue
thérapeutique, est la régulation négative de la prolifération des cellules musculaires lisses du
système vasculaire (Berger et Moller, 2002).
L'activation des PPARγ permettrait également d'inhiber la croissance des cellules cancéreuses
telles que celles des adénocarcinomes, des liposarcomes (Tontonoz et al., 1997) et de les
différencier en des formes moins virulentes.  La différenciation implique également la
cessation de la croissance. (Altiok et al., 1997).
PPARγ dans la pathologie de l'athérosclérose et l'inflammation
Comme déjà mentionné, l'athérosclérose se caractérise par des lésions qui passent par: la strie
lipidique, la plaque fibreuse et la plaque d'athérome (Ross, 1993). Diverses études ont montré
que la liaison des ligands de l'isoforme γ des PPARs médiait l'avancement de la pathologie à
chacune de ces étapes (Berger et Moller, 2002). Mais il y a toujours une controverse sur les
effets anti- ou pro- athérogènes de PPARγ. Il s'agit d'un problème complexe qui dépasse le
cadre de ce mémoire. Néanmoins, en guise d'illustration, nous évoquerons quelques effets
plutôt pro-athérogènes et ensuite des effets plutôt anti-athérogènes attribués au PPARγ.
Effets pro-athérogènes
L'étape précoce de l'athérosclérose concerne la perte de l'intégrité de l'endothélium et donc
l'entrée des composants du plasma (Marx, 2002). L'endothélium activé exprime alors des
molécules d'adhérence (V-CAM, I-CAM, E-sélectine), ainsi que des chémokines qui de
manière concertées recrutent et immobilisent les leucocytes circulants (monocytes,
lymphocytes T) (Barter et al., 2002). L'expression de PPARγ est quasi absente dans les
monocytes (Wakino et al., 2001), augmente lors de la différenciation en macrophage (Chinetti
et al., 2000)  et joue un rôle important dans la formation des cellules spumeuses. En effet,
certains dérivés lipidiques des ox-LDL, dont le LPA, activent PPARγ au niveau des
macrophages et provoquent la transcription et donc l'expression du récepteur scavenger CD36
(Han et al., 2000). Pour rappel, ce récepteur est responsable de l'incorporation des ox-LDL à
l'intérieur des macrophages et également des cellules musculaires lisses (Stevens et Lowe,
1997). L'incorporation des ox-LDL est donc augmentée par un mécanisme de feed-back
positif. Sur base de ces observations, l'effet de l'activation de PPARγ peut être considéré
comme plutôt pro-athérogène (Febbraio et al., 2000).
Effets anti-athérogènes
Les effets anti-inflammatoires des agonistes de PPARγ ont été décrits par plusieurs auteurs. Il
a été mis en évidence que les ligands de PPARγ pouvaient inhiber l'expression de cytokines
inflammatoires telles que l'IL-1β, l'IL-6, le TNF-α ainsi que celle des molécules d'adhérence
telles que V-CAM, I-CAM ou bien encore des chémokines comme MCP-1 (Marx et al.,
2002). Ils bloquent également l'expression d'une monokine endothéliale de 10 KDa induite
par l'interféron γ (IFNγ) et de la chémokine α-chémoattractive induite également par l'IFNγ
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exprimée par les lymphocytes T et servant à leur recrutement (Marx et al., 2002) (figure
I.25). Cette propriété peut être expliquée par l'interaction "négative" de PPARγ avec les
facteurs de transcription AP-1, STAT ou encore NFκB (Jiang et al., 1998).
La migration des cellules musculaires lisses vers l'intima dépend notamment de la dégradation
de la matrice extracellulaire par la métalloprotéinase 9 sécrétée (MMP-9) (Marx, 2002). Les
activateurs des PPARγ inhibent également l'expression de cette enzyme (Marx et al., 1998) et
empêcheraient de la sorte la migration des cellules musculaires lisses, diminuant ainsi le
risque de formation d'une plaque instable (Marx et al., 1998). Cette inhibition se fait via la
régulation transcriptionelle négative du facteur Ets, qui à son tour régule la transcription du
gène de la MMP-9 (Barbier et al., 2002).
La migration peut également être induite par l'expression dans les lésions athérosclérotiques
d'un vasoconstricteur mitogénique, l'endothéline 1 (ET-1) (Delerive et al., 1999). Son
expression peut être augmentée par diverses molécules comme le TNF-α, la thrombine ou
encore les ox-LDL (Xie et al., 1999). Les activateurs de PPARγ régulent de manière négative
cette expression en interférant avec le facteur de transcription AP-1.
Enfin, un autre effet des activateurs de PPARγ serait d'augmenter l'expression de la
lipoprotéine lipase dans les adipocytes, permettant dès lors de diminuer les lipides circulants
par lipolyse (Way et al., 2001). Ils induiraient également la clearance des lipoprotéines riches
en triglycérides.
Tous ces exemples appuient l'hypothèse de certains auteurs selon laquelle l'activation de
PPARγ aurait globalement des effets bénéfiques sur le développement de l'athérosclérose
malgré l'induction du récepteur scavenger CD36 (Pilon et al., 2002).
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I.4 Objectifs du mémoire.
Diverses études ont mis en évidence la présence de composés lipidiques potentiellement
bioactifs, dans les ox-LDL, celles-ci pouvant être clairement impliquées dans la pathologie de
l’athérosclérose. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement à l’acide
lysophosphatidique (LPA), produit lors de l’oxydation des LDL et aussi par les plaquettes
activées. Des effets tantôt pro-athérogènes, tantôt anti-athérogènes lui sont attribués. Ils
seraient exercés via des récepteurs membranaires au LPA couplés à des protéines G. De plus,
très récemment, McIntyre et ses collègues (2003) ont montré que le LPA serait un ligand du
récepteur nucléaire PPARγ.
Ce mémoire se composera de deux parties. En premier lieu, nous tenterons de caractériser
l’expression des récepteurs au LPA et de vérifier la présence du facteur nucléaire PPARγ dans
un modèle de cellules endothéliales, les cellules EAhy926, par Western blotting. Ces
récepteurs n’ayant jamais été étudiés au laboratoire, nous devrons mettre au point les
conditions de protocole de Western blot.
La seconde partie du mémoire, aura pour objectif majeur de vérifier si le LPA est bien un
ligand du facteur PPARγ dans ce modèle cellulaire. Comme PPARγ est lié de manière
constitutive à l’ADN, l’activation de PPARγ est généralement mesurée via des plasmides
rapporteurs, régulés par PPARγ après activation par un agoniste, dans notre cas la
rosiglitazone (contrôle positif) et le LPA. Mais les cellules endothéliales étant difficiles à
transfecter, nous avons dû faire de nombreuses mises au point préalables.Pour ce faire, nous
avons préféré utiliser le plasmide pAP1-Luc, régulé par l’activation du facteur AP-1. Celui-ci
peut être également activé par le LPA d’après les données de la littérature et les résultats
obtenus au laboratoire par Cindy Gustin et Nancy Ramelot. Dans ce cas, le contrôle positif
sera le VEGF.
Nos résultats s’étant révélés très décevants au niveau des transfections des cellules Eahy926,
avec le plasmide pPPRE-Luc, nous avons décidé de changer de modèle cellulaire et d’opter
pour des cellules épithéliales, les cellules HeLa . Nous avons pu, à partir de ce modèle,
montrer que le LPA était bien un ligand de PPARγ.
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II.1 Culture des cellules endothéliales EAhy926 et épithéliales Hela
La lignée cellulaire EAhy926 a été utilisée au cours de ce travail. Il s'agit d'une lignée
permanente obtenue à partir de la fusion entre des cellules HUVEC, lignée primaire de
cellules endothéliales humaines de veine ombilicale et des cellules non endothéliales de la
lignée permanente A549/8, elles-mêmes issues d'un carcinome de poumon. Cette lignée a
pour caractéristiques de pouvoir effectuer plus d'une centaine de passages en culture et
d'exprimer le facteur de Von Willebrand propre aux cellules endothéliales (Edgell et al.,
1983). Cette lignée cellulaire nous a été généreusement donnée par le Docteur Cora-Jean S.
Edgell de l'Université de Caroline du Nord (USA).
Nous avons également utilisé les cellules HeLa, il s'agit de cellules épithéliales prélevées  sur
une patiente lors d'une biopsie cervicale. C'est le nom de cette patiente qui a servi à nommer
ces cellules: Henriette Lack.
II.1.1 Matériels
• Cellules EAhy926 (fournies par Cora-Jean S. Edgell de l'université de Caroline du Nord, USA)
• Cellules Hela (ATCC, CCL-13, Royaume-Uni)
• PBS (NaCl 0,9 %, KH2PO4/ K2HPO4 10 mM, pH 7,4)
• Solution stérile de trypsine 0,05 % - EDTA 0,53 mM (Gilco BRL, Royaume-Uni)
• Boîtes de culture de 25 cm2 (T25) ou 75 cm2 (T75) (Costar, USA)
• Boîtes multi puits de 12 ou 24 puits (Costar, USA)
• Milieux de culture (Tableau II.1)
• Chambre de Neubauer (Marienfeld, Belgique)
• Solution de Bleu de trypan 4 % à préparer dans 0,81 % de NaCl et 0,06 % de phosphate de potassium
(Sigma, USA)
• Centrifugeuse (Universal Hettich, Allemagne)
• Tubes de 10 ml (Becton Dickinson, Royaume-Uni)




Les cellules sont maintenues en culture dans des boîtes de 75 cm2 (T75) contenant 15 ml de
milieu complet (Tableau II.1). La culture se déroule dans une atmosphère maintenue à 5 %
de CO2 et 95 % d'humidité au sein d’une étuve à 37° C. La confluence est atteinte quelques
jours plus tard et correspond approximativement à 133.333 cellules par cm2 et donc un total
de dix millions de cellules par T75. C'est à ce moment qu'elles devront être repiquées selon le
protocole suivant.
Après avoir décanté le milieu de culture, les cellules sont rincées deux fois dans 10 ml de PBS
stérile pour éliminer toute trace de sérum. 1 ml de trypsine + EDTA est ensuite ajouté aux
cellules pour une incubation de 1 à 2 minutes à 37° C. Celle-ci aura pour action de détacher
les cellules de leur support. Afin de neutraliser les effets de la trypsine, 9 ml de milieu
complet sont ajoutés à la suspension cellulaire. C’est à ce moment qu’un comptage cellulaire
peut être effectué sur cette suspension à l'aide d'une chambre de Neubauer (voir II.1.2.2). Le
reste de la suspension est alors transvasé dans un tube afin d'être centrifugé 7 minutes à 1000
RPM. Après avoir resuspendu le culot dans un certain volume de milieu complet, une dilution
1:2 ou 1:3 est effectuée permettant d'atteindre la confluence environ 2 à 3 jours plus tard.
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HeLa
La culture cellulaire des HeLa ne diffère pas de celle des EAhy926, les milieux repris au
tableau II.1 sont également utilisés. Toutefois, la densité cellulaire des HeLa à confluence est
de 250.000 cellules par cm2 et les cellules sont repiquées de façon régulière tous les trois jours
suivant une dilution 1:4.
II.1.2.2 Comptage des cellules
Un petit volume de suspension cellulaire est prélevé lors du repiquage et dilué 1:2 dans du
bleu de trypan, permettant ainsi de distinguer les cellules mortes des vivantes. Un certain
volume de cette solution sera alors déposé dans la chambre de Neubauer afin de réaliser un
comptage. Ce dernier nous permettra d'estimer la densité cellulaire dans la suspension et donc
le nombre de cellules contenues dans la T75 initiale.
II.1.2.3 Stimulation des cellules
Avant d'être stimulées, les cellules sont rincées avec du PBS, le temps de stimulation diffère
suivant le protocole utilisé (voir résultats). Les différentes molécules de stimulation ainsi que
leur concentration stock, finale et leur effet attendu sont décrits dans le tableau II.2
II.2 Gestion des plasmides
II.2.1 Description des plasmides utilisés
II.2.1.1 pCMVβ (Clontech, USA)
Ce plasmide (tableau II.3) a été utilisé dans le but de quantifier l'efficience de transfection
lors des premières expériences de mises au point en mesurant l'activité β-galactosidase de la
cellule. Cette efficience peut être évaluée à partir d'un test colorimétrique ou histochimique
détaillé au point II.3.2.1
II.2.1.2 pEGFP- N1 (Clontech, USA)
Ce plasmide (tableau II.3) a également été utilisé dans le but de quantifier l'efficience de
transfection lors des mises au point de transfections triples. L'utilisation d'un simple
microscope ou du système Agilent décrit au point II.3.2.2, permet d'estimer de façon visuelle
ou quantitative la EGFP exprimée dans les cellules.
II.2.1.3 PathDetect signal tranduction pathway cis-Reporting System
(Stratagene,USA)
Ce système permet de mettre en évidence l’implication de différents facteurs de transcription
suite à nos conditions expérimentales grâce aux éléments enhancer spécifiquement inductibles
que possèdent ces différents plasmides au sein de leur promoteur. Ces éléments enhancer
consistent en des répétitions de séquences consensus soit du cyclic AMP response element
dans pCRE-Luc, soit du site de liaison de NFκB dans pNFκB-Luc, du site de liaison de AP1
dans pAP1-Luc ou bien de PPAR dans PPRE-Luc. Ce dernier a été employé afin de
déterminer si le LPA possédait un effet transactivateur au niveau de la séquence consensus
PPRE. Sous contrôle de ce promoteur particulier, chacun de ces plasmides possède de plus le
gène rapporteur de la luciférase firefly. Ce système comporte également un plasmide
d'expression pouvant servir de contrôle positif (pFC-MEKK). Il code pour une MEK kinase
placée sous contrôle d'un promoteur fort. Une fois transfectée avec ce plasmide, la cellule
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exprime ce partenaire de la voie des MAPK se trouvant en amont de l'activation des différents
facteurs de transcription étudiés. (tableau II.3 suite)
II.2.1.4 pRL-SV40 (Promega, USA)
Codant pour une luciférase de type "Renilla" (tableau II.3), ce plasmide permet de normaliser
l'activité luciférase "Firefly" des plasmides inductibles utilisés. La méthode de révélation est
celle décrite au point II.3.2.3
II.2.1.5 pCMV-Myc (Clontech, USA)
Nous avons utilisé ce plasmide (tableau II.3) afin d'envisager plus tard, l'insertion de mutants
dominants négatifs grâce à la présence d'un site multiple de clonage.
II.2.2 Production des plasmides
La maxi préparation permet de purifier de grandes quantités d'ADN plasmidique. Une
première étape consiste à rendre les bactéries compétentes, c'est-à-dire à les rendre
perméables aux molécules d'ADN. Une fois compétentes les bactéries peuvent être congelées
à – 70°C. La transformation bactérienne se fait par choc thermique, les bactéries sont mises en
présence des molécules d'ADN d'intérêt pendant 20 minutes sur glace puis sont déposées 2
minutes à 42° C favorisant ainsi l'ouverture des pores et donc l'entrée de l'ADN. Les cellules
bactériennes transformées sont alors amplifiées et l'ADN d'intérêt récupéré au moyen d'une
colonne échangeuse d'anions sur laquelle s'adsorbe l'ADN plasmidique, les autres composants
bactériens étant élués. L'ADN est ensuite quantifié et une fraction de celui-ci est restreinte
afin de vérifier que le profil de restriction est bien correct.
II.2.2.1 Matériels
• Bactoagar 20 g/l (Becton Dickinson, USA)
• LB 20 g/l (Becton Dickinson, USA)
• Ampicilline stock 50 mg/ml à diluer 500X (Sigma, USA)
• Kanamycine stock 10 mg/ml à diluer 200X (Sigma, USA)
• Inoculateur stérile
•  Maxi Kit 500 (Qiagen, Allemagne)
       - Tampon (tableau II.4)
• Gel d'agarose 0.8 %
        - 0.64 g d'agarose (Invitrogen, Royaume-Uni)
        - 80 ml de TBE (Invitrogen, Royaume-Uni)
        - 15 µl de bromure d’éthidium (Sigma, USA)
• Tampon de charge 6X (Promega, USA)
• Étalon de poids moléculaire 1Kd (Promega, USA)
• GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotechnologie, Royaume-Uni)
• Centrifugeuse (Heraeus,Biofuge 17RS, Allemagne)
• Chambre d'incubation et d'agitation (Innova 4300, New brunswick Scientific, USA)
II.2.2.2 Méthode
A. Amplification des plasmides
Pour amplifier certains plasmides comme pEGFP-N1, nous utilisons des bactéries XL1 blue et
non les SURE qui sont naturellement résistantes à la kanamycine.
Les milieux agar et LB sont préparés à l'avance. L'antibiotique est ajouté à l'agar qui est
ensuite versé rapidement dans des boîtes de pétri. Toutes les opérations se font à côté du bec
Bunsen pour éviter toute contamination.
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Grâce à un inoculateur, on récupère une faible fraction des bactéries transformées et stockées
à  – 70° C qui est ensuite déposée en fines stries sur des boîtes de pétri. L'incubation dure une
nuit à 37° C.
À l’aide d'un tips, on récolte une colonie isolée des boîtes de pétrique l'on dépose dans un tube
contenant 2 ml de milieu LB et l'antibiotique approprié. Celui-ci est alors incubé une nuit à
37° C et sous une agitation de 250 RPM.
Le contenu du tube est alors mélangé à 150 ml de milieu LB + antibiotique approprié et mis
sous une agitation de 250 RPM à 37° C pendant une nuit.
Les cultures liquides sont centrifugées 15 minutes à 6000 RPM et 4° C. Après avoir jeté
délicatement le surnageant, le culot est resuspendu dans 10 ml de tampon P1. On rajoute
ensuite 10 ml de tampon P2 que l'on mélange par inversion 4 à 6 fois  afin de lyser les
cellules. Après une incubation de 5 minutes, on ajoute 10 ml de solution P3 pour neutraliser la
lyse alcaline. De nouveau quelques inversions sont effectuées avant de placer les tubes sur
glace pendant au moins 20 minutes. Ils sont ensuite centrifugés une fois 20 minutes et une
seconde fois 15 minutes à 20.000 g et 4° C. Pendant ce temps, les colonnes fournies dans le
kit sont équilibrées avec 10 ml de tampon QBT. On dépose enfin le surnageant sur les
colonnes qui filtrent alors celui-ci et retiennent l’ADN plasmidique.
Ensuite, 2 x 30 ml de tampon QC sont déposés pour éluer tout ce qui est aspécifique. Les
colonnes sont par après placées sur des tubes Corex  et l'ADN est élué avec 15 ml de solution
QF. Il est alors précipité par 10,5 ml d'isopropanol et par centrifugation pendant 30 minutes à
15.000 g et 4° C. Le surnageant est décanté délicatement et le culot lavé avec 5 ml d'éthanol à
70 % avant d’être à nouveau  centrifugé à 15.000 g  pendant 10 minutes. Le surnageant est
enlevé et le culot séché à l'air, puis resuspendu dans 300 µl d'eau stérile. Les solutions de
plasmides sont conservées à – 20° C.
B.Quantification de l'ADN
L'ADN extrait est quantifié par spectrophotométrie U.V. L'absorbance des échantillons est
mesurée pour deux longueurs d'ondes. L'absorbance à 260 nm quantifie l'ADN tandis que
celle à 280 nm la quantité de protéines. C'est le ratio entre l'absorbance à 260 nm / 280 nm qui
détermine la pureté de l'échantillon.
C. Restriction enzymatique
Afin de vérifier le profil de restriction des plasmides amplifiés, nous utilisons des
endonucléases qui reconnaissent des séquences spécifiques d'ADN double brin et le coupent
à cet endroit. (tableau II.5). Les produits de la restriction sont séparés par électrophorèse
d'agarose et comparés à un marqueur de taille connue. Les enzymes utilisées pour les
différents plasmides sont décrites au tableau II.5. Concrètement, 0,5 µl d’ADN sont
mélangés à 0,5 µl d’enzyme et 2,5 µl de tampon correspondant à l'enzyme (aux enzymes). Le
volume est ensuite porté à 25 µl avec de l’eau, la réaction de restriction se déroule pendant
environ 2 H à 37° C. Le gel d’agarose est alors préparé. Après polymérisation, celui-ci est
placé dans la cuve remplie de tampon d’électrophorèse (TBE 1 X). Une fois la restriction
finie, 5 µl de tampon de charge sont ajoutés aux différents échantillons. De ceux ci, 10 µl sont
déposés dans les puits et 10 µl d'étalon de poids moléculaire sont déposés dans un puit. La
migration est réalisée sous un voltage de 100 V pendant 45 minutes. Le gel est alors
photographié sous U.V
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II.3 Transfection des cellules EAhy926 et modes de révélation
La transfection est une technique qui consiste à incorporer du matériel génétique exogène en
vue de l'expression de celui-ci dans des cellules eucaryotes. Tout au long de ce travail, nous
allons mettre au point cette technique sur un modèle de cellules endothéliales, réputées
récalcitrantes à la transfection. Pour ce faire, nous  jouerons sur les paramètres de  transfection
tout comme sur le choix d'un agent de transfection. Notre but étant d'observer l'effet du LPA
sur des cellules ayant incorporé un plasmide contenant la séquence consensus du facteur de
transcription PPARγ.
II.3.1 Transfection utilisant le Superfect
Le superfect (Sf) est un dendrimère de forme sphérique possédant des branchements radiaires
partant du cœur de la structure et se terminant par des groupements aminés. Étant chargé
positivement, il interagit avec l'ADN et la membrane chargés négativement et permet ainsi
l'incorporation du complexe ADN-Superfect dans la cellule. Cet agent permet de procéder de
façon rapide, reproductible et ce sur plusieurs types de cellules (figure II.1).
II.3.1.1 Matériels
• Boîtes multi puits de 12 ou 24 puits (Costar, USA)
• Plasmides (tableau II.3)
• Superfect 3 mg/ml (Qiagen, Allemagne)
• Optimem (Invitrogen, USA)
• Milieux de culture (tableau II.6)
• PBS: (NaCl 0,9 %, KH2PO4/ K2HPO4 10 mM, pH 7,4)
• Sérum de voeu foetal (FBS)
II.3.1.2 Méthode
Les cellules sont ensemencées en plaques 12 puits à raison de 100.000 ou 125.000 cellules par
puits la veille dans un milieu de culture ne contenant pas d'antibiotiques afin de ne pas influer
sur la tranfection. Les cellules se trouveront donc dans un état de préconfluence pour la
transfection. Les différents plasmides sont préalablement dilués dans de l'Optimem afin
d'atteindre les proportions adéquates (volume final de 120 µl par puits). Après cinq minutes,
le Sf est ajouté pour un temps de complexation de quinze minutes à température ambiante. Le
volume de Sf ajouté dépend du ratio utilisé. Pendant ce temps, les cellules sont rincées une
fois au PBS. À la fin de l'incubation, de l'Optimem + FBS est ajouté à raison de 700 µl par
puits. Le pourcentage en sérum de ce milieu est adapté afin d'obtenir une solution finale à 5%
de sérum. Enfin, 800 µl de ce mélange sont déposés dans chaque puits. Les cellules restent
alors en contact avec les complexes ADN-Sf durant 3 heures à 37° C, 5 % de CO2 et 95 %
d'humidité. Les cellules seront ensuite rincées avec du DHG seul avant d'être placées pour un
temps défini dans un milieu de récupération.
II.3.2 Transfection utilisant la Lipofectine
 La lipofectine est un lipide cationique composé de dioléyl-oxy-propyl-triméthylammonium
(DOTMA) et de dioléyl-oxy-phosphatidyléthanolamine (DOPE) qui assure la stabilisation du
complexe lipide-ADN et augmente la probabilité de fusion entre membranes cellulaires et les
lipides cationiques. De nouveau, une fois le complexe rentré à l'intérieur de la cellule, on ne
connaît pas encore bien les mécanismes par lesquels l'ADN plasmidique se défait du
complexe et migre vers le noyau.
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II.3.2.1 Matériels
• Lipofectine 1 mg/ml (Invitrogen, USA)
Mis à part l'agent de tranfection, le matériel utilisé est identique à celui  du point II.3.1.1
II.3.2.2 Méthodes
Comme pour le Superfect, les cellules sont repiquées la veille dans un milieu ne contenant pas
d'antibiotiques et de façon à atteindre la préconfluence le jour de la transfection.
Parallèlement, les concentrations nécessaires d'ADN et de Lipofectine vont être déposées dans
l'Optimem (100µl/puits). Après cinq minutes d'incubation, les 2 volumes sont mélangés afin
de former les complexes ADN-Lipofectine durant 20 minutes. Pendant ce temps, les cellules
sont rincées deux fois au PBS puis un volume de 100µl d'Optimem + FBS sont déposés dans
chaque puits. Le pourcentage en sérum de ce milieu est adapté afin d'obtenir une solution
finale de 5% sérum. Ensuite, 200 µl de complexe sont dispensés dans chaque puits avant de
les replacer à l'étuve pour 4 heures. Les cellules subissent par après un traitement semblable à
celui subit lors d'une transfection au Sf.
II.3.2 Modes de révélation
II.3.2.1 Révélation de l'activité β-galactosidase
Après une transfection utilisant le plasmide pCMVβ , nous estimons l'efficience de
transfection en évaluant l'activité β-galactosidase. En effet, ce plasmide contient le gène Lac
de E.coli, codant pour la β-galactosidase, enzyme catalysant l'hydrolyse des sucres β-
galactosides en lactose. La révélation peut se faire suivant deux méthodes.
A. Révélation colorimétrique:
Elle permet de doser l'activité β-galactosidase dans le lysat cellulaire en utilisant comme
substrat l'ONPG (2-O-nitrophényl-β-D-galactopyranoside). La réaction enzymatique libère un
composé qui se colore en jaune et absorbe à 405 nm. L'utilisation d'un photomètre permet
alors de quantifier la production de ce composé et donc l'activité β-galactosidase du lysat.
(figure II.2)
A.1 Matériels
• Plaques 96 puits (Greiner bio-one, Allemagne)
• PBS: NaCl 0,9 %,KH2PO4/K2HPO4 10 mM,  pH 7,4
• Tampon de lyse M-PER: Mammaliam Protein Extraction Reagent (Pierce, USA)
• Lecteur de plaques (Microplate Imaging System, Biorad,USA)
• Vortex Rotatif (Schüttler MTS2, IKA Laboratories, Allemagne)
• Substrat pour le dosage de l'activité:
- Tampon PBS
- 2-Mercaptoéthanol 100 mM (Fluka, Suisse)
- MgCl2 .6 H2O 2 mM (Merk, Allemagne)
- 2-O-nitrophényl β-D-galactopyranoside (ONPG) 4,4 mM (Acros, Belgique)
A.2 Méthode
24 H après la transfection, les cellules sont rincées deux fois avec 1 ml de PBS préchauffé.
300 µl de tampon de lyse sont ensuite déposés sur les cellules. Les plaques 12 puits sont alors
agitées 15 minutes à température ambiante. Le lysat cellulaire est récupéré. 100 µl de lysat
sont prélevés, déposés dans une plaque 96 puits et mélangés à un volume identique de ONPG.
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Pour réaliser des "blancs", 100 µl de substrat et 100 µl de tampon de lyse sont déposés dans
les puits. La plaque est alors placée à 37° C pendant 20 à 30 minutes pour ensuite être lue
grâce à un lecteur de plaques à une absorbance de 405 nm. Afin de connaître l'activité β-
galactosidase, les valeurs d'absorbance obtenues (auxquelles ont été soustraites les valeurs des
blancs) sont multipliées par le facteur de dilution du lysat lors de son prélèvement. L'activité
est alors mesurée en unités arbitraires.
B. Révélation histochimique
Les cellules ayant incorporé le plasmide pCMVβ et exprimant l'enzyme β-galactosidase, sont
également capables de cliver un substrat nommé X-gal (5-bromo-4-chloro-3-inodolyl-β-D-
galactopyranoside) entraînant ainsi la formation d'un composé bleu. Afin de déterminer
l'efficience de transfection, le nombre de cellules bleues (et donc transfectées) est compté
simplement à l'aide d'un microscope.
B.1 Matériels
• PBS: NaCl 0,9 %, KH2PO4/ K2HPO4 10 mM, pH 7,4
• Solution de fixation
-Formaldéhyde 2 % (Belgolabo, Belgique)
-Glutaraldéhyde 0,2 % (Fluka, Suisse)
• Solution de coloration (Roche, Allemagne)
   - X-gal 5 %
   - 95 % de Tampon ferreux: ferrocyanure de potassium et ferricyanure de potassium dilué dans du
tampon phosphate.
              La solution de coloration doit ensuite être diluée 20 X dans du tampon "β gal staining set " (Roche,
Allemagne)
B.2 Méthodes
24 h après la transfection, les cellules sont rincées avec 1 ml de PBS préchauffé. Chaque puit
reçoit 1 ml de solution de fixation 15 minutes à température ambiante. De nouveau, les
cellules sont rincées trois fois avec 1 ml de PBS. Ensuite, 500 µl de solution de coloration
sont déposés. Les cellules incubent alors pendant 30 à 60 minutes à 37° C pour ensuite être
rincées trois fois au PBS. L'activité est alors visualisable grâce au microscope, les cellules
ayant été transfectées étant colorées en bleu.
II.3.2.2 Détermination de l'activité EGFP
Les cellules ayant incorporé le plasmide codant pour la EGFP (description tableau II.3)
émettent à une longueur d'onde dans le vert en réponse à une excitation par une longueur
d'onde dans le bleu ou par des UV. Le Bioanalyzer 2100 (Agilent) utilise cette propriété pour
quantifier l'efficience de transfection par nano-cytométrie de flux.
A. Matériels
• Milieux de culture (tableau II.7)
• Solution stérile de trypsine 0,05 % - EDTA 0,53 mM (Gilco BRL, Royaume-Uni)
• Carboxynaphthofluorescein Diacetate 10 µM (cBNF) (Boehringer, Allemagne)




24 H après la transfection, les cellules rincées deux fois avec de l'HBSS + CaMg préchauffé
puis incubées avec 1 ml de HBSS + CaMg + cBNF (1 µl/ml). Dés que la sonde est déposée,
toutes les étapes qui suivent se font à l'abri de la lumière.
Deux rinçages avec de l'HBSS seul sont ensuite effectués et les cellules sont décrochées à
l'aide de 0,4 ml de trypsine + EDTA. Son action est ensuite inhibée par l'ajout de1 ml de
milieu complet et la suspension cellulaire est centrifugée quatre minutes à 2000 RPM. Le
surnageant est alors décanté délicatement et le culot resuspendu dans un tampon "cell buffer"
de sorte que la densité cellulaire atteigne de 2.106 cellules par ml.
Le bioanalyseur est ensuite utilisé (figure II.3) pour permettre de quantifier l'efficience de
transfection. Le principe du bioanalyseur consiste à focaliser les cellules grâce à des forces
hydrodynamiques dans des canaux avant que celles-ci ne passent de façon individuelle devant
un détecteur de fluorescence.La sonde cBNF qui émet une longueur d'onde située dans le
rouge à 675 nm suite à une excitation par une longueur d'onde émise à 595 nm est incorporée
par les cellules vivantes. Les résultats sont alors fournis sous forme de Dot Plot,
d'histogrammes ou encore de données statistiques et représentent le nombre d'événements
totaux c'est-à-dire le nombre de cellules ayant incorporé la sonde sur le nombre de cellules
ayant incorporé le plasmide d'intérêts dans le cas du Dot Plot.
II.3.2.3 Révélation de l'activité dual-luciférase
La luciférase "firefly" (Photinus pyralis) est une protéine monomérique de 61 KDa
directement active après transcription. L'oxydation de la luciférase en présence d'ATP, de
Mg2+ et d' O2 conduit à la formation d'un intermédiaire instable appelé luciféryl-AMP. Celui-
ci est rapidement converti en oxyluciférine accompagnée d'une émission de photons dans une
bande de longueur d'onde de 550 à 570 nm. Nous avons utilisé le kit Dual Luciferase Assay
Reagent de Promega qui comprend l'agent de lyse des cellules et les substrats de la luciférase
"firefly" pour réveler son activité.
La luciférase "Renilla" (Renilla reniformis) est une protéine monomérique de 36 KDa
directement active. En présence d' O2, la luciférase catalyse la réaction de conversion de la
coélenterazine en coelentéramide accompagnée de la libération de CO2 et de l'émission de
photons. Le kit de Promega possède également les substrats de la luciférase "Renilla" et les
agents de quenching arrêtant la réaction de la luciférase "firefly". Les réactions enzymatiques
sont illustrées à la figure II.4.
A. Matériels
• PBS: NaCl 0,9 %, KH2PO4/K2HPO4 10 mM, pH 7,4
• Kit Dual luciferase assay system (Promega,USA) (tableau II.8)
• Luminomètre (Biocounter M2010, Lumac, Landgraaf, Pays-Bas)
B. Méthode
24 H après la transfection ou la stimulation, les cellules sont rincées deux fois dans du PBS.
En présence de 300 µl de PLB, les cellules sont placées sous faible agitation 15 minutes. Une
fois la lyse terminée, 20 µl de ce lysat cellulaire sont déposés dans des tubes lumac contenant
déjà 100 µl de substrat LARII. L' émission de photons correspondant à l'activité luciférase
"firefly" du tube sera alors mesurée pendant 10 secondes par un luminomètre.
Les mêmes tubes recoivent ensuite 100 µl de Stop and Glo, sont vortexés et subissent une
deuxième lecture qui caractérise l'émission due cette fois, à la luciférase "Renilla".
Il faut également prévoir un blanc contenant 20 µl de tampon de lyse (figure II.5).
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II.4 Evaluation de la cytotoxicité
Afin de quantifier la cytotoxicité des conditions de stimulations et de transfections, nous
avons effectué deux types de dosage: le dosage protéique par la méthode de Bradford et le
dosage au MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-yl) 2-5- diphényltétrazolium) au sein des
cellules.
II.4.1 Dosage protéique par la méthode de Bradford
Son principe se base sur le fait que l'absorbance d'une solution acide de bleu de Coomassie G-
250 se déplace de 465 à 595 nm lorsque le colorant se lie aux protéines. Les interactions
ioniques et hydrophobes stabilisent les complexes protéine-colorant causant un changement
de couleur, du rouge/brun à l'état libre au bleu, visible pendant au moins 60 minutes.
L'absorbance est alors mesurée à 595 nm au spectrophotomètre, l'intensité étant
proportionnelle à la quantité de protéines présentes dans le lysat. Le dosage de protéines
permet notamment de normaliser l'activité β–galactosidase en l'exprimant en u.a /100 ug de
protéines. Il a été également montré au cours de nombreuses expériences que ce dosage
protéique est généralement proportionnel à la viabilité des cellules.
II.4.1.1. Matériels
• Etalon d'albumine sérique bovine (BSA): 2 mg /ml (Pierce, USA)
• Réactif Bradford (Bleu de Coomassie) dilué 5 X dans  l'eau distillée et filtré (Bio-Rad, USA)
• Tampon de lyse (selon le protocole utilisé)
• Spectrophotomètre (Ultrospec 2100 Pro, Amersham, Royaume-Uni)
• Echantillon
II.4.1.2 Méthode
De minute en minute, 1 µl du lysat cellulaire à doser est ajouté à 1 ml de réactif de Bradford.
Après avoir vortexé le mélange et laissé incuber 5 minutes, la densité optique est mesurée
grâce à un spectrophotomètre à 595 nm. Il faut également prévoir un tube (blanc des
échantillons) contenant 1 ml de réactif Bradford et 1 µl de tampon de lyse, ainsi qu'un tube
(blanc de l'étalon) contenant quant à lui 1 ml de réactif Bradford et 1 µl d'eau. A partir d'un
étalon BSA de concentration connue (2 mg / ml), la concentration protéique peut être ensuite
calculée selon la formule suivante:
                                      (DO échantillon – DO blanc)        
Concentration (mg / ml)=  -------------------------------------- * Concentration étalon (mg / ml)
                                                 (DO étalon – DO blanc)
II.4.2 Mesure de l'incorporation cellulaire et de la réduction du MTT
Les cellules métaboliquement actives incorporent le MTT (bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-yl)-2,5-diphényltétrazolium) et le clivent en molécules de formazan qui
forment des cristaux insolubles en milieu aqueux et de coloration mauve. Cette réaction est
catalysée par la succinate déshydrogénase que l'on retrouve au niveau des mitochondries. Afin
de déterminer la toxicité d'une substance, l'absorbance est lue à 570 nm. En effet, le nombre
de cellules capables de faire cette réaction diminue avec la toxicité de la substance. Une
corrélation peut être établie entre la viabilité et le nombre de molécules de MTT réduit.
II.4.2.1 Matériels
• Colorant MTT (Sigma, USA)
• PBS: NaCl 0,9 %, KH2PO4/ K2HPO4 10 mM, pH 7,4
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• Tampon de lyse:
                       -2 volumes de SDS 30 % (Merck, Darmstadt, Allemagne)
                       -1 volume de N, N diméthyl formamide (Biosalve, Pays-Bas)
                       - porter à  pH 4,7 avec  une solution acide (acide acétique 80%, HCl 1 N en rapport
9/1)
• Spectrophotomètre (Biorad Ultramark Microplate Immaging System,USA)
II.4.2.2 Méthodes
Les cellules sont incubées en présence de la molécule à tester. Une fois la stimulation
terminée, 500 µl de colorant sont ajoutés. Les cellules sont alors incubées 2 H à 37° C et 5 %
de CO2 laissant ainsi le temps aux cellules métaboliquement actives d'incorporer et de cliver
le MTT en cristaux insolubles de formazan.
Le surnageant est enlevé délicatement et 1 ml/puits de tampon de lyse est rajouté. Les plaques
sont incubées 2 H à 37°C sous faible agitation puis lues à 570 nm au colorimètre. Il faut
veiller à prévoir des blancs, la valeur de ceux-ci devant être soustraite de la valeur de chacun
des puits "test". En multipliant par 100 le rapport entre  la  moyenne de chaque puits test et la
valeur de la moyenne des blancs, on obtient le pourcentage de survie.
II.5 Western Blotting à partir d'extrait totaux
Au cours de ce mémoire, nous avons tenté de mettre en évidence dans nos modèles cellulaires
l'expression des différents récepteurs au LPA (les récepteurs membranaires EDG et le facteur
PPARγ) à l'aide de la technique du western blot. Celle-ci consiste en la séparation des
protéines d'un extrait cellulaire par électrophorèse sur gel de polyacrylamide contenant du
SDS. Les protéines sont séparées suivant leur poids moléculaire grâce à la différence de
potentiel appliquée de part et d'autre du gel. En fin de migration, elles sont transférées sur une
membrane en fluorure de poly-vinylidène fluoride (PVDF). La présence de la protéine
d'intérêt sera mise en évidence grâce à un couplage anticorps primaire spécifique/ anticorps
secondaire couplé à la peroxydase (HRP ou horse radish peroxydase).
La révélation se fera via une incubation de la membrane de PVDF dans une solution
contenant le substrat de la HRP et du luminol. L'émission de photons produite par la réaction
permettra d'impressionner un film autoradiographique. Dans la zone de linéarité d'exposition
avant saturation, le signal est proportionnel à la quantité d'anticorps présents et donc à
l'abondance de la protéine d'intêret.
II.5.1 Matériels
• Gel Agarose NU PAGE: Gel 10 % Bis-Tris, 10 puits x 1,5 mm (Invitrogen, Royaume-Uni)
• Etalon de poids moléculaire See Blue Plus (Invitrogen, USA)
• Solution et tampon de migration (tableau II.9)
• Cuve d'électrophorèse (Invitrogen, USA)
• Générateur (Amersham Pharmacia Biotechnology, Royaume-Uni)
• Papier Whatman (Merck, Allemagne)
• Membrane PVDF (Amersham Biosciences Hyband- P, Royaume-Uni)
• Méthanol (Merck, Allemagne)
• Solution et tampon de transfert (tableau II.9)
• Solution de blocking (tableau II.9)
• Anticorps primaire polyclonal de lapin anti-EDG 2 (Upstate Biotechnology, USA)
• Anticorps primaire polyclonal de lapin anti-EDG 4 (Exalpha, USA)
• Anticorps primaire polyclonal de lapin anti-EDG 7 (Exalpha, USA)
• Anticorps primaire monoclonal de souris anti-α-tubuline (Sigma, USA)
• Anticorps primaire polyclonal de lapin anti-PPARγ (Santa Cruz,USA)
• Anticorps secondaire de chèvre anti IgG de lapin couplé à la peroxydase (Sigma, USA)
• Anticorps secondaire de singe anti-IgG de souris couplé à la peroxydase
• Film autoradiographique: "Hyperfilm" (Amersham Pharmacia Biotechnology, Royaume-Uni)
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II.5.2.1 Préparation des lysats totaux et dosage protéique
Pour solubiliser au mieux les protéines et en particulier les récepteurs membranaires au LPA,
deux tampons de lyse de composition différente ont été testés (tableau II.10).
Après avoir rincé deux fois le tapis cellulaire avec 3 ml de PBS, 100 µl de tampon de lyse
complet sont ajoutés. Les cellules sont alors raclées et le lysat récolté afin d'être soumis à une
agitation de 400 RPM pendant 30 minutes à 15° C suivie d'une centrifugation 10 minutes à
13.000 RPM et 15° C. Le surnageant est alors récupéré, dosé par la méthode de Bradford
(voir point II.4.1) et stocké à – 70° C.
II.5.2.2 Préparation des échantillons et migration
Pour chaque condition, un volume de lysat correspondant à 40 µg de protéines est prelevé et
mélangé à 5 µl de tampon de charge si nécessaire. Ce volume sera porté à 20 µl à l'aide d'un
tampon de lyse. Tous les échantillons sont alors placés durant 10 minutes sur une plaque
chauffante à 70° C  puis centrifugés à 13.000 RPM pendant une minute avant d'être chargés
sur le gel. Un puits servira à accueillir 7 µl d'étalon de poids moléculaire. Le tampon de
migration II (tableau II.9) est alors déposé entre les gels et 600 ml du tampon de migration I
sont déposés autour de ceux-ci. La cuve est alors reliée à un générateur pour une migration de
60 minutes (200 V, 400 mA).
II.5.2.3 Transfert sur membrane
Une fois la migration terminée, le gel est déposé sur une membrane en PVDF préalablement
réhydratée pendant 1 minute dans du méthanol, puis 5 à 15 minutes  dans un autre contenant
le tampon de transfert. Afin notamment de faciliter le passage des protéines vers la
membrane, des papiers whatman et des éponges imbibées de tampon de transfert, sont placés
de part et d'autre de ces deux couches selon le schéma de sandwich décrit à la figure II.6. Ce
montage est alors déposé dans une cuve de transfert, la membrane orientée vers l'anode. Le
transfert se déroule sous un ampérage de 250 mA pendant 2H30 à 30 V.
II.5.2.4 Révélation de la membrane avec des anticorps
Quand le transfert est terminé, la membrane est incubée 2 H dans la solution de blocking
adéquate (tableau II.9) dans le but de saturer les sites de liaison aspécifique. Ensuite la
membrane est mise en présence de la solution d'anticorps primaires spécifiques préalablement
dilués dans la solution adéquate (tableau II.11). Elle est incubée alors pendant 2 H sous
légère agitation à température ambiante. L'incubation terminée, les excès d'anticorps sont
éliminés par trois rinçages de 15 minutes suivis de deux rinçages de 5 minutes dans une
solution de TBS-T 0,1 %.
Selon l'anticorps primaire utilisé, la détection se fera par incubation de la membrane avec un
anticorps secondaire anti-IgG de lapin ou anti-IgG de souris couplés à la peroxydase (HRP) et
dilués de façon adéquate (tableau II.9). Cette incubation dure 1 H à température ambiante.
Suite à cela, une nouvelle série de lavages dans du TBS-T 0,1 % a lieu (3x5 minutes et 2x5
minutes).
Enfin, la membrane est incubée 5 minutes dans un petit volume de solution de révélation
"ECL advance" avant d'être transportée en chambre noire pour sa révélation
autoradiographique
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L'exposition des films autoradiographiques sera de durée variable afin d'obtenir l'exposition
optimale. Le film est alors baigné successivement dans du révélateur, de l'eau et du fixateur
avant d'être rincé à l'eau distillée et séché à température ambiante.
II.5.2.5 Contrôle de charge
Pour s'assurer que la même quantité de protéines a été chargée dans chaque puits, nous allons
à partir de la membrane, mettre en évidence la présence d'une protéine dont le niveau
d'expression reste constant quelle que soit la condition expérimentale: l'α-tubuline. Pour ce
faire, la membrane est de nouveau incubée dans la solution de blocking à 4° C pendant une
nuit sous légère agitation. Le mode de révélation reste identique, si ce n'est que l'anticorps
primaire est un anticorps de souris dirigé contre l'α-tubuline et que l'anticorps secondaire est
un anticorps de chèvre dirigé contre les immunoglobulines de souris (dilutions et solutions,
tableau II.11).
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Comme nous l'avons vu dans l'introduction, le LPA est une molécule pouvant exercer des
effets à la fois pro- ou anti-athérogènes. Nous avons donc voulu tenter d'élucider les voies de
transduction du signal empruntées par cette molécule au sein des cellules endothéliales. Des
difficultés techniques liées aux problèmes de transfection de ces cellules endothéliales, nous
ont amenés à également étudier un modèle bien connu de cellules épithéliales, les cellules
Hela. Notre travail consistera donc en deux grandes étapes, et ce pour chacun des deux types
cellulaires étudiés. Tout d'abord, il nous faudra mettre en évidence la présence des récepteurs
membranaires classiques au LPA tels que les récepteurs LPA1, LPA2, LPA3 et ce par western
blotting. Dans la deuxième étape de notre travail, nous essayerons de confirmer les données
récentes rapportées par McIntyre et ses collègues (McIntyre et al., 2003) indiquant que le
LPA, en tous cas pour des cellules d'une lignée monocytaires (RAW2647), serait un ligand
des récepteurs nucléaires PPARs, pour ce faire, nous nous attarderons à la mise au point de la
technique de transfection sur les 2 modèles cellulaires afin de pouvoir utiliser des systèmes
rapporteurs. En effet, pour suivre l'activation du facteur PPARγ, la technique de retard sur gel
ou les test colorimétriques de binding (Renard et al., 2001) utilisées couramment au
laboratoire pour une série de facteurs transcriptionnels (NFκB, AP-1, HIF,…) ne conviennent
pas, car PPARγ est lié de manière constitutive à l'ADN. Son activation agoniste-dépendante
est donc généralement suivie grâce à un plasmide rapporteur où un gène rapporteur (β-
galactosidase, luciférase,…) est sous le contrôle d'un promoteur comportant le motif PPRE en
plusieurs exemplaires ou d'un promoteur authentique comportant un PPRE fonctionnel (tel le
promoteur du gène encodant le CD36) (voir par exemple McIntyre et al, 2003).
III.1 Les cellules endothéliales EAhy926
III.1.1 Présentation du modèle cellulaire EAhy926
Le choix d'un modèle d'étude de cellules endothéliales n'est pas simple. Il faut en effet à la
fois, associer la relevance physiologique de ce modèle à des aspects pratiques tels que la
disponibilité des cellules, les contraintes de culture qu'elles imposent, … Nous avons pour ce
mémoire, choisi de travailler avec un modèle de cellules hybrides, les EAhy926. Celles-ci
proviennent de la fusion entre des cellules HUVEC, lignée primaire de cellules endothéliales
humaines de veine ombilicale et des cellules non endothéliales de la lignée permanente
A549/8, issues d'un carcinome de poumon. Ces cellules possèdent des caractéristiques propres
aux cellules endothéliales notamment la capacité d'exprimer le facteur de Von Willebrand
(Edgell et al., 1983). Elles répondent bien à l'hypoxie (C.Michiels et ses collaborateurs) et au
TNFα (F.Maréchal, DES 2003-2004). Elles ont également pour particularité de pouvoir
effectuer plus d'une centaine de passages en culture.
La figure III.1 illustre l'évolution au cours du temps de la culture de ces cellules repiquées
selon une dilution 1:3.
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III.1.2 Expression des récepteurs membranaires au LPA
Afin de mettre en évidence la présence de récepteurs membranaires au LPA sur ces cellules,
nous avons utilisé la technique du Western Blot. Les cellules EAhy926 sont cultivées dans un
milieu DHG + 10 % sérum + antibiotiques et sont généralement repiquées 3 jours avant le
début de l'expérience à une densité de 1,5.106 de cellules par T25 afin d'être dans un état de
confluence le jour débutant l'expérience.
Les anticorps utilisés au cours de ce mémoire sont des anticorps primaires polyclonaux de
lapin dirigés contre les récepteurs LPA1, LPA2 ou LPA3 humains. L'anticorps dirigé contre le
récepteur LPA1 reconnaît une séquence de 16 acides aminés, la fiche technique ne donne
cependant pas plus de détails. Celui dirigé contre le récepteur LPA2 reconnaît quand à lui, une
séquence unique dérivée d'un peptide en position N-terminale. L'immunogène du récepteur
LPA3 est également une séquence unique dérivée d'un peptide mais en position C-terminale
cette fois. Les poids moléculaires théoriquement attendus des récepteurs LPA1, LPA2, LPA3
sont respectivement de 45, 39 et 40 KDa, comme signalé dans les fiches techniques. Ces
poids se basent sur la composition en acides aminés de chaque récepteur. L'anticorps
secondaire monoclonal de chèvre anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase permettra de
mettre en évidence la présence de ces récepteurs. Etant donné que ces protéines n'avaient
jamais été étudiées au laboratoire, il a fallu procéder à une série de mises au point.
En outre, ces récepteurs sont membranaires, possèdent un domaine transmembranaire
hydrophobe et sont donc difficile à extraire. C'est pourquoi il a fallu recourir à des mises au
point au niveau de la lyse en jouant sur la composition des tampons de lyse. Deux tampons de
lyse de compositions différentes ont été testés (tableau II.10). La thiourée retrouvée dans le
tampon "Biosource" et le SB 3-10 du tampon "gel 2D" sont des détergents utilisés pour
solubiliser les protéines membranaires. Nous avons également chargé une quantité plus
importante de protéines (40 µg) par rapport aux quantités utilisées pour une protéine
cytoplasmique et ce dans le but d'augmenter l'enrichissement de ces récepteurs dans le volume
de charge. Après avoir effectué un Western Blot en parallèle sur des cellules ayant été lysées
par le tampon "Biosource" ou par le tampon "gel 2D", nous avons comparé les résultats
obtenus au niveau du bruit de fond et de l'intensité des bandes. Il en est ressorti que les deux
tampons possédaient une efficacité similaire. Nous avons alors décidé de travailler avec le
tampon "Biosource", celui-ci étant moins cher. Nous avons également joué sur la dilution des
anticorps et sur la nature de l'agent bloquant les sites de liaison non spécifique.
Nous avons commencé par diluer l'anticorps primaire suivant une dilution 1:5.000 pour
chacun des récepteurs dans une solution de blocking composée de TBS contenant 0,1 % de
tween et 5 % de Gloria. Le temps d'incubation sur rouleaux à température ambiante était de
deux heures. L'anticorps secondaire quand à lui, fut dilué 1:100.000 dans la même solution et
mis en présence des membranes durant une heure à température ambiante. Lors du
développement sur film photosensible, le temps d'exposition dans la cassette était de 10 et 15
minutes.  Le résultat de ce western blot est montré à la figure III.2.
Pour rappel, les poids moléculaires théoriquement attendus sont respectivement de 45, 39 et
40 KDa pour les récepteurs LPA1, LPA2 et LPA3. Pourtant, nous trouvons dans chacune des
pistes, une bande de plus forte intensité aux environs de 51 KDa. Suite à cela, nous avons
mené des recherches bibliographiques portant sur des Western Blot réalisés pour ces mêmes
récepteurs. Nous avons comparé nos résultats à ceux décrits dans la littérature, et notamment
à ceux de Gobeil et ses collaborateurs. Ceux-ci concernaient eux aussi la mise en évidence de
la présence de ces récepteurs sur différents types cellulaires, dont des cellules endothéliales
cérébrales, par Western Blot (Gobeil et al., 2003). Tout comme dans nos résultats, le poids
moléculaire de la bande pour le LPA1 se situait aux environs de 49 KDa et ils en conclurent
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que les récepteurs de cette famille devaient être glycosylés et donc retardés lors de la
migration électrophorétique, ce qui permettait dès lors d'expliquer leur poids moléculaire
supérieur.
Pour confirmer cette hypothèse, ils testèrent différents inhibiteurs de la N-glycosylation: la
tunicamycine et l'endoglycosidase PNG-ase F. Après traitement avec la PNGase-F, la bande
fut bien retrouvée aux alentours de 40 KDa.
Ce genre d'observations a également été réalisé chez des lymphocyte T (Zheng et al., 2001).
Nous pouvons donc considérer que la bande de plus forte intensité mise en évidence lors de
notre expérience, était bien celle recherchée, et ce pour les trois récepteurs au LPA. Dans le
cas précis du LPA1, nous pouvons observer la présence de différentes bandes et donc d'un
bruit de fond élevé. Par la suite, nous avons donc tenté de diminuer le bruit de fond, sans pour
autant diminuer l'intensité du signal.
En ce qui concerne LPA2 et LPA3, malgré le peu de bandes parasites, le signal obtenu reste
assez faible. De plus, lorsque le temps d'exposition du film photosensible augmente, un bruit
de fond apparaît. Dans ce cas aussi, nous avons donc tenté d'augmenter le signal sans
augmenter le bruit de fond en modifiant les conditions expérimentales.
Lors de notre deuxième tentative, nous avons testé une dilution 1:1.000 et 1:5.000 de
l'anticorps primaire dans une solution de blocking contenant 5 % de BSA supplémentaites par
rapport à la composition de départ. La BSA est couramment utilisée en tant que protéine
inerte pour bloquer les sites de liaison non spécifique. La dilution de l'anticorps secondaire est
restée la même que précédemment.
Les résultats obtenus se trouvent à la figure III.3.
Lorsque l'anticorps primaire est dilué 1:5.000 pour le récepteur LPA1, le bruit de fond
diminue et permet d'avoir une bande plus "propre" que celle obtenue à la figure III.2. Diluer
l'anticorps primaire 1:1.000 augmente le bruit de fond comme on pouvait s'y attendre même
pour un temps d'exposition plus court (5 minutes) et malgré l'utilisation de BSA.
En ce qui concerne le récepteur LPA2, la bande se révèle d'intensité plus forte lorsque
l'anticorps est dilué 1:5.000 après un temps d'exposition de 5 minutes en comparaison à un
temps d'exposition de 10 minutes obtenu à la figure III.2. De nouveau, de façon attendue le
bruit de fond augmente pour une dilution 1:1.000.
Enfin, nous n'avons pas obtenu de résultats significativement meilleurs pour le LPA3. Au
contraire, pour une dilution 1:5.000 la bande n'apparaît que très faiblement, même pour une
exposition allant jusqu'à 15 minutes. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que la BSA contient
des restes d'immunoglobulines qui pourraient réaliser des cross-réactions avec les anticorps de
la membrane et les en détacheraient. En ce qui concerne la dilution 1:1.000, le bruit de fond
augmente une fois de plus de façon importante.
Ces premiers résultats sont encourageants puisque nous constatons que le modèle cellulaire
utilisé exprime bien les trois récepteurs LPA1-3. Mais il nous restait des optimisations à faire.
Il se fait qu'à ce moment au laboratoire, le protocole classique de western blot, a été
complètement revu, nouveau protocole qui avec des dilutions bien plus importantes des
anticorps primaires et secondaires, donnaient des résultats très convainquants, avec peu de
bruit de fond et peu de bandes parasites. Il était donc logique de vouloir appliquer ce nouveau
protocole aux trois récepteurs au LPA.
La caractéristique principale de ce nouveau protocole est l'utilisation d'une solution de
blocking se préparant à partir du lait en poudre fourni par la firme Amersham dans le kit de
détection "ECL Advance" à la place du Gloria. De plus, sa concentration est plus faible, elle
est en effet de 2 % à la place de 5 % pour le Gloria. La BSA étant relativement chère, elle ne
sera plus utilisée.
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L'avantage du lait Amersham est qu'il est dégraissé et permet donc d'éviter les absorptions
hydrophobes sur la membrane. Cela permet aussi de diminuer la quantité d'anticorps à utiliser
et donc par la même occasion de diminuer les coûts mais aussi de privilégier l'interaction
spécifique antigène-anticorps primaire.
Nous avons de nouveau testé différentes conditions reprises au tableau III.1.
Les meilleurs résultats obtenus concernent le récepteur LPA1.
Suite à tous les test réalisés, il en résulte qu'une dilution 1:13.000 de l'anticorps primaire
polyclonal de lapin anti-LPA1 permet de réduire de façon considérable le bruit de fond et tout
en ne faisant apparaître que la bande d'intérêt et ce après un temps d'exposition de trois
minutes. Lorsqu'on compare les figures III.2 et III.4, on voit bien que le nouveau protocole
appliqué aux western blots de LPA1, donne de meilleurs résultats avec peu de bruit de fond,
peu de bandes parasites et une bande nette pour LPA1, et ce en diluant plus les anticorps
(1:13.000 au lieu de 1:5.000 pour l'anticorps primaire et 1:250.000 au lieu de 1:100.000 pour
l'anticorps secondaire).
Il n'en va malheureusement pas de même pour les LPA2 et LPA3. De tous les essais menés, il
apparaît que l'ancien protocole a fourni les meilleurs résultats pour ces récepteurs. Des
dilutions 1:5.000 de l'anticorps primaire de lapin anti-LPA2 et 1:100.000 de l'anticorps
secondaire de chèvre anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase semblent être les plus efficaces.
Enfin, le nouveau protocole nous a causé beaucoup de problèmes concernant le récepteur
LPA3, l'importance du bruit de fond observé et des bandes parasites dans ce nouveau
protocole (résultats non montrés), nous permet de suspecter des problème de qualité de
l'anticorps primaire. Il apparaît dès lors important de commander un anticorps provenant d'une
autre firme et de tester à nouveau les différentes dilutions.
III.1.3 Expression de PPAR_
Il fallait également vérifier que le modèle des cellules EAhy926 pouvait exprimer l'isoforme γ
des récepteurs inducteurs de la prolifération des peroxysome: PPARγ. Cindy Gustin nous a
fourni le Western Blot qu'elle avait réalisé à partir d'extraits nucléaires. L'anticorps primaire
polyclonal de lapin est dirigé contre la séquence 6-105 d'acides aminés de la portion N-
terminale du récepteur PPARγ1 d'origine humaine. Il a été dilué 1:30.000 dans une solution
TBS-T 0,1 % + 5 % Gloria. L'anticorps secondaire monoclonal de chèvre anti-IgG de lapin
couplé à la peroxydase a pour sa part été dilué 1:100.000 selon l'ancien protocole. Nous
observons bien une bande aux environs de 51 KDa (figure III.5) et donc la confirmation que
le type cellulaire exprime bien le récepteur nucléaire PPARγ.
Ayant vérifié que les récepteurs membranaires et nucléaires au LPA étaient exprimés, nous
pouvons maintenant passer à l'étude des voies de transduction activées par cette molécule à
l'aide des systèmes rapporteurs dans le modèle cellulaire EAhy926. L'objectif majeur de ce
mémoire sera de déterminer si le LPA est bien un ligand de PPARγ, comme décrit par
MacIntyre et al (2003) pour des cellules monocytaires.
III.1.4 Mise au point des conditions de transfection
Pour vérifier si le LPA est bien un agoniste de PPARγ, nous devons transfecter les cellules
endothéliales EAhy926 avec un plasmide rapporteur comportant plusieurs motifs PPRE (voir
paragraphe II.1 et figure II.3 suite). Mais les cellules endothéliales sont connues pour être
très récalcitrantes à la transfection, c'est pourquoi des mises au point s'avèrent nécessaires
avant de passer à l'étude de nos systèmes d'intérêts. Pour faire les mises au point, nous avons
préféré recourir à des plasmides rapporteurs répondant à des signaux puissants tels que le
plasmide pNFκB-Luc, dont l'expression est fortement induite en présence par exemple de
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TNFα ou encore le pAP1-Luc, dont l'expression est fortement induite en présence de PMA +
ionomycine, généralement utilisés comme condition stimulatrice.
Les paramètres importants lors d'une transfection sont le ratio ADN/ agent de transfection,
représentant la quantité en µg d'ADN de plasmide par rapport au volume de l'agent de
transfection. Ce ratio définit la charge totale du complexe ADN/Sf. Il faut donc pour
optimaliser la liaison du complexe à la membrane cellulaire que la charge globale des
complexes soit légèrement positive. Un deuxième paramètre est le temps d'incubation des
cellules avec les complexes et le milieu de transfection. Enfin, la densité cellulaire au moment
de l'addition des complexes peut influencer l'efficience de transfection. On conseille
généralement de travailler avec des cellules pré-confluentes.
III.I.4.1 Essais préliminaires de transfection simple avec le plasmide pCMV-β
Au sein du laboratoire, Aurélie Tacheny et Martine Van Steenbrugge avaient déjà mis au
point des conditions préliminaires de travail. Sur base de leurs conseils, nous avons donc
choisi de travailler avec 1,5 µg d'ADN plasmidique et d'utiliser le Superfect comme agent
transfectant. Ce polymère cationique de type dendrimère, chargé positivement, est
relativement facile d'usage. Il est utilisé couramment au laboratoire avec divers types
cellulaires.
Nous avons repiqué les cellules la veille de l'expérience suivant le protocole II.1.2.1 de façon
à atteindre une densité de 125.000 cellules par puits. Pour mettre au point les conditions de
transfection, nous avons utilisé le plasmide pCMV-β. Ce plasmide possède le promoteur fort
du cytomégalovirus (CMV) lui permettant d'exprimer fortement le gène en aval. Ce gène
(Lac) code pour la β galactosidase d'E. coli, enzyme catalysant la dégradation des sucres β-
galactosides, ce qui en présence du substrat X-gal donne un produit de coloration bleue.
L'accumulation du produit réactionnel peut être suivie en colorimétrie et en cytochimie. Dans
ce dernier cas, nous pouvons donc estimer le pourcentage des cellules transfectées.
Les paramètres testés ont été le ratio ADN/Sf (1/1; 1/3; 1/5) et l'incubation des complexes en
présence ou non de sérum dans un milieu contenant de l'Optimen.
La transfection proprement dite a lieu durant 3 heures à 37° C dans une atmosphère à 95 %
d'humidité et 5 % de CO2. Les cellules récupèrent par la suite dans 1 ml de milieu complet
composé pour rappel de DHG + 10 % sérum + antibiotiques pendant 24 heures.
Pour toutes les conditions, 4 plaques sont prévues: deux pour l'analyse colorimétrique et deux
qui serviront à révéler l'efficience de transfection par un test cytochimique. Enfin trois puits
par plaques ne recevront pas de plasmide et serviront de contrôles afin de détecter une
éventuelle activité β-galactosidase intrinsèque et de tester la toxicité des conditions.
Le lendemain de la transfection, nous avons procédé à la révélation colorimétrique des
plaques concernées. Les résultats de ce test se trouvent à la figure III.6. Les valeurs
d'absorbance à 405 nm ont été multipliées par le facteur de dilution du lysat (3X). L'activité
est exprimée en unités arbitraires en fonction des différents ratios testés, et ce en présence ou
non de sérum. Nous observons que deux rapports se démarquent (1/3 et 1/5) et ce en présence
de sérum. Nous avons également dans la même expérience estimée l'efficience de transfection
par cytochimie (figure III.7).
En faisant le rapport entre le nombre de cellules bleues et le nombre total de cellules dans la
population, nous pouvons estimer le pourcentage d'efficience de transfection. Ces
pourcentages sont renseignés dans le tableau III.2. En cytochimie, nous remarquons
également que les rapports 1/3 et 1/5 donnent des efficiences semblables et ce également en
présence de sérum. Nous avons également estimé la viabilité des cellules pour chaque
condition et l'avons comparée aux contrôles. Cela a été possible par la méthode de Bradford
en considérant que la quantité de protéines restant dans les puits contrôles correspondaient à
un taux de viabilité de 100 %. Les résultats obtenus sont donnés à la figure III.8. Tout
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d'abord, nous constatons que la transfection des cellules en l'absence de sérum réduit
fortement la viabilité cellulaire, quelle que soit le ratio ADN/Sf. En présence de sérum 5 %, la
survie est de +/- 73 %  pour le ratio 1/3 et de +/- 60 % pour le ratio 1/5.
Etant donné que les efficiences de transfection étaient comparables pour les ratios 1/3 et 1/5,
nous opterons pour le rapport le moins cytotoxique et donc pour le ratio 1/3 en présence de
sérum. Bien que les efficiences de transfection restent faibles, ces résultats préliminaires
étaient encourageants et nous avons tenté de travailler dans des conditions expérimentales
plus adéquates, en lancant des transfections triples.
III.1.4.2 Essai de transfection triple
Pour les transfections triples, nous avons utilisé trois types de plasmides: un plasmide
inductible, un plasmide de référence et un vecteur d'expression vide. Les plasmides
inductibles possèdent des éléments enhancers spécifiques qui consistent en des répétitions de
séquence consensus propre aux facteurs de transcription étudiés: ce sont les plasmides pAP1-
Luc pour AP1, pPPRE-Luc pour PPAR et pNFκB-Luc pour NFκB. Ces différents plasmides
répondent à une stimulation par l'expression d'un gène en aval de ces éléments: le gène de la
luciférase "Firefly". L'oxydation en présence d'ATP, de Mg++, d'O2 et de la luciférase, conduit
à la formation d'oxyluciférine accompagnée d'une émission de photons.
Le plasmide de référence possède pour sa part le promoteur fort du virus simien 40 (SV40) et
porte en aval de celui-ci le gène de la luciférase "Renilla". En présence d'O2, la luciférase voit
la coélentérazine convertie en coélentéramide avec émission de photons. Ce plasmide sert à
normaliser l'activité luciférase "Firefly" des plasmides inductibles.
Enfin le troisième plasmide vide a été choisi dans le but d'envisager plus tard l'insertion par
exemple de mutants dominants négatifs grâce à la présence d'un site de clonage multiple. Un
schéma représentant le choix du système rapporteur est fourni à la figure III.9.
Triple transfections avec la GFP comme système rapporteur
Cependant, nous ne savons pas dans quelle mesure la cellule incorporera les trois plasmides.
De plus, il reste encore à déterminer dans quelles proportions relatives les trois plasmides
doivent être complexés au superfect. C'est pourquoi nous avons dans un premier temps
remplacé les plasmides inductibles par un plasmide dont l'expression est facilement
quantifiable: le pEGFP-N1. En effet, l'utilisation d'un microscope à fluorescence ou du
système Agilent permet de visualiser ou de quantifier par nano-cytométrie de flux, l'efficience
de transfection. Nous avons donc procédé à une triple transfection avec le plasmide pEGFP-
N1, le plasmide de référence pRL-SV40 et le vecteur d'expression vide pCMV-Myc
représenté à la figure III.10. Les différents rapports de plasmides testés sont indiqués au
tableau III.3. Le ratio ADN/Sf est de 1/3, la transfection se déroulera durant 3 heures dans un
milieu Optimen + 5 % sérum. L'expression de la EGFP est déterminée 24 heures après la
transfection.
Le principe du système Agilent consiste en premier lieu à déterminer le nombre total
d'événements, c'est-à-dire le nombre de cellules ayant incorporé la sonde cBNF, sonde
pouvant être incorporée par toutes les cellules vivantes (les détails du protocole sont fournis
dans le matériels et méthodes au point II.3.2.2). Elle émet à une longueur d'onde située dans le
rouge à 675 nm en réponse à une excitation à 595 nm. Ensuite le nombre de cellules
exprimant la EGFP est déterminé en mesurant l'émission de lumière verte, après excitation
dans le bleu. En faisant le rapport entre le nombre de cellules exprimant la EGFP et le nombre
total d'événements, nous obtenons l'efficience de transfection pour chaque rapport.
Nous avons en parallèle mesuré la toxicité de ces conditions grâce au test de réduction du
MTT. Son principe se base sur le fait que des cellules biologiquement actives incorporent le
MTT et le clivent en un produit insoluble en milieu aqueux et de coloration mauve. En
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mesurant l'absorbance à 570 nm, il est alors possible de déterminer le nombre de cellules
vivantes étant donné l'existence d'une corrélation entre le nombre de cellules vivantes et le
nombre de molécules de MTT réduites. Ce test nous a semblé plus adéquat qu'une simple
mesure de la biomasse résiduelle.
Les résultats obtenus sont présentés sous forme d'histogramme à la figure III.11 avec
l'efficience de transfection (colonnes grises) ainsi que le pourcentage de viabilité cellulaire
(colonnes blanches) en fonction des différents rapports de plasmides testés.
Nous remarquons que les trois conditions de triple transfection donnent des résultats
similaires aussi bien pour l'efficience de transfection qui se situe aux environs de 15 % que
pour la viabilité des cellules proches de 60 %. Nous pouvons conclure dans un premier temps
que les conditions de triple transfection induisent une certaine cytotoxicite, mais celle-ci reste
acceptable. D'autres travaux du laboratoire, en transfection simple sur les cellules Cos (de
singe), révèlent des toxicités comparables avec le Sf. Par ailleurs, nous obtenons une
efficience de transfection pour la EGFP proche des 15 %, ce qui constitue un résultat plus
qu'encourageant pour des cellules endothéliales.
Triple transfection avec le système des luciférases "Firefly"/ "Renilla"
La fluorescence est un moyen simple de suivre la transection mais au laboratoire, les
plasmides rapporteurs inductibles sont tous de type luciférase. C'est pourquoi nous allons
revenir aux systèmes de départ "Firefly/Renilla" illustrés à la figure III.9.
Nous allons d'abord vérifier que le système pouvait répondre à une stimulation par des
facteurs de transcription activés en testant un contrôle positif (pFC-MEKK) fournit par la
firme Stratagene. Ce plasmide code pour une MEK kinase sous contrôle d'un promoteur fort,
son rôle est d'activer les différents facteurs de transcription étudiés se trouvant en aval de la
voie des MAP kinases, tel que AP-1. Dans ces conditions, les cellules ne doivent pas être
stimulées par le cocktail PMA + ionomycine. Ce système est schématisé à la figure III.12.
Nous avons procédé à une triple transfection avec le plasmide inductible pAP1-Luc, le
plasmide de référence pRL-SV40 et le contrôle positif pFC-MEKK. En parallèle, nous avons
réalisé une triple transfection avec le vecteur d'expression vide à la place du contrôle positif,
ceci nous permettant d'avoir un contrôle négatif. Les rapports utilisés pour les plasmides pRL-
SV40, pAP1-Luc et soit pCMV-Myc ou pFC-MEKK sont respectivement de 1/50, 46,5/50 et
2,5/50 pour une quantité totale de 1,5 µg d'ADN. Le ratio ADN/Sf utilisé est de 1/3 et le
milieu de transfection est toujours de l'Optimen + 5 % sérum.
Les résultats sont donnés sous forme d'histogramme à la figure III.13. Ils représentent
l'activité luciférase normalisée (LF/LR) en fonction du type de contrôle (contrôle positif ou
négatif). Nous observons une expression de la luciférase inductible lorsque la cellule est co-
transfectée avec le contrôle positif, double par rapport à une cellule transfectée avec pCMV-
Myc. Cette première expérience nous permet de conclure que le système de triples
transfections est fonctionnel et que les proportions entre plasmides étaient bien choisies.
Signalons cependant que les signaux obtenus pour la luciférase "firefly" sont très faibles (<
500 RLU) par rapport aux signaux luciférase "Renilla".
Nous avons alors continué l'étude à partir des plasmides inductibles d'intérêt et plus
précisement de pAP1-Luc, cette fois-ci en stimulant les cellules avec des molécules
activatrices. Nous savons que le système peut répondre à des acteurs de voies de signalisation
activées, ce qui nous intéresse maintenant est de voir s'il peut y répondre, lorsque ces
"acteurs" ont été activés par la liaison d'un ligand à son récepteur et non plus par l'expression
ectopique d'une kinase (pFC-MEK). Nous avons donc travaillé avec des ligands connus pour
activer fortement ces voies. Pour pAP1-Luc, le cocktail PMA + ionomycine a été choisi car il
sert de contrôle positif pour mesurer l'activation du facteur AP-1, en test colorimétrique de
binding.
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Lors des transfections, les cellules étaient stimulées selon le protocole illustré à la figure
III.14. Nous avons rincé les cellules trois heures après transfection avec du DHG seul avant
de leur rajouter 1 ml de milieu de récupération c'est-à-dire du DHG + 10 % sérum +
antibiotiques. Après 24 H, les cellules sont stimulées par ajout de 0,1 µg/ml de PMA et
d'ionomycine 1 mM dilués dans le même milieu, dans le cas où pAP1-Luc est utilisé comme
système classique. De nouveau, nous avons voulu tester différents rapports de plasmides
représentés au tableau III.4.
Malheureusement, nous nous sommes heurtés à des problèmes inattendus de cytotoxicité du
coktail PMA + Ionomycine sur ce modèle cellulaire. Cela se reflète d'ailleurs au niveau des
signaux luciférase "Renilla" plus faibles que ceux obtenus auparavant et plus irréguliers. De
plus, les valeurs obtenues pour la luciférase "firefly" étaient également très faibles. Ces
problèmes de cytotoxicité du cocktail PMA + ionomycine ne s'étaient jamais posés lorsque
l'on dose l'activation du facteur AP-1 par test trans-AM, car les temps d'incubation sont
beaucoup plus courts et ne dépassent jamais 2 heures dans ce type d'expérience.
III.1.4.3 Essais de doubles transfections avec le système des luciférases
"firefly"/"Renilla"
Nous avons alors choisi de stimuler les cellules avec une autre molécule: le VEGF. Ce facteur
angiogénique est un activateur bien décrit de AP1, dans les cellules endothéliales. Afin
d'augmenter encore les signaux "firefly", et de diminuer et stabiliser ceux de "Renilla", nous
avons apporté quelques modifications dans le protocole de transfection:
- Nous avons encore augmenté la proportion des plasmides inductibles au détriment du
plasmide de référence. Le rapport du plasmide inductible est alors passé de 46,5/50 à
49/50 avec un rapport de 1/50 pour le plasmide de référence, et ce pour les 1,5 µg
d'ADN totaux utilisés.
- Nous avons laissé provisoirement de côté le vecteur d'expression vide: pCMV-Myc et
nous nous sommes limités à des doubles transfections.
- Trois nouveaux protocoles de stimulation ont été testés, ils sont illustrés à la figure
III.15. La "condition A" permet aux cellules de récupérer 6 heures dans un milieu
DHG + 10 % sérum + antibiotiques pour ensuite être stimulées avec le VEGF pendant
42 heures dans un milieu DHG + 2 % sérum + antibiotiques. La "condition B" laisse
les cellules récupérer durant 20 heures dans un milieu DHG + 5 % sérum +
antibiotiques, récupération suivie de la stimulation avec le VEGF pendant 28 heures
dans un milieu DHG + 2 % sérum + antibiotiques. Enfin, lors de la "condition C" , les
cellules récupèrent 20 heures dans un milieu DHG + 10 % sérum + antibiotiques, elles
sont ensuite rincées dans du DHG seul pour enlever toute trace de sérum avant d'être
stimulées 28 heures dans un milieu DHG + 0,1 % BSA sans sérum en présence de
VEGF. La concentration finale du VEGF pour chaque condition est de 20 ng/ml.
Les résultats présentés à la figure III.16 illustrent l'activité luciférase "firefly" normalisée
(LF/LR) en fonction des conditions de stimulation testées. Au niveau des valeurs brutes, nous
avons obtenu des signaux luciférase "Rénilla" stables et plus faibles que ceux obtenus pour les
expériences précédentes. Ensuite, les signaux luciférase "firefly" ont augmenté permettant
d'obtenir une induction de 4,5 X par rapport aux cellules contrôles pour la condition A et C, et
de 3,3 X pour la condition B. Les signaux luciférase "firefly" obtenus restent cependant
toujours très faibles, ce qui explique sans doute en partie la variabilité observée pour la
condition C. Néanmoins, nous continuerons avec la condition C étant donné que c'est celle qui
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nous fournit les inductions les plus marquées. La conditions B est clairement toxique pour les
cellules (résultats non montrés).
Signalons que nous avons également testé un autre système de plasmide inductible: le
pNFκB-Luc. Dans ce cas, les cellules ont été stimulées selon le protocole C, avec le TNFα
(10 ng/ml). Nous avons également refait des expériences avec différents rapports ADN/Sf,
confirmant que c'est toujours avec le rapport 1/3 que nous obtenons les meilleurs résultats
(résultats non montrés).
III.1.4.4 Essais de transfection avec le plasmide pPPRE-Luc
Nous nous sommes enfin intéressés à un système inductible d'intérêt en relation avec PPARγ:
le plasmide pPPRE-Luc.
Les cellules ont été stimulées à la rosiglitazone et au LPA. La rosiglitazone sert de contrôle
positif, étant donné qu'il est prouvé depuis longtemps qu'elle est un ligand à haute affinité de
PPARγ. Sa concentration finale est de 10 µM. Le LPA est également utilisé à une
concentration finale de 10 µM, il s'agit dans son cas de prouver qu'il est bien un ligand de
PPARγ supposé induire l'expression de la luciférase du plasmide pPPRE-Luc. Certaines
cellules ne seront pas stimulées afin de servir de contrôle.
Les cellules ont été rincées 3 heures après transfection avec du DHG seul avant de recevoir 1
ml de milieu DHG + 10 % sérum + antibiotiques pour une durée de 20 heures. Elles sont alors
stimulées 28 heures dans un milieu DHG + 0,1 % BSA + antibiotiques et l'activité est révélée
48 heures post-transfection. Cette fois-ci, nous avons testé une transfection simple, en
espérant que la présence du plasmide inductible seul, permettrait d'obtenir des signaux
"Firefly" plus élevés.
Les résultats obtenus sont illustrés à la figure III.17. Ils représentent l'activité luciférase
"Firefly" en fonction des molécules stimulatrices. L'activité luciférase "Firefly" ne peut bien
évidement pas être normalisée. Dans ce cas, nous n'observons aucune induction, les valeurs
des signaux luciférase "firefly" sont en fait de l'ordre de ceux du blanc. Aucune tendance n'a
pu ressortir, pas même avec la rosiglitazone.
A l'heure actuelle, nous n'avons pas pu confirmer sur des cellules endothéliales que le LPA
était bien un agoniste de PPARγ. L'une des raisons majeures de cet échec étant la difficulté de
transfecter les cellules endothéliales, nous nous sommes tournés vers des cellules épithéliales,
fréquemment utilisées comme modèle expérimental: les cellules HeLa, dérivées d'un
carcinome du col de l'utérus.
III.2 Les cellules épithéliales Hela
III.2.1 Présentation du modèle cellulaire Hela
Nous avons donc décidé de changer de type cellulaire. Parmi les différents types cellulaires
disponibles au laboratoire, nous avons choisi de travailler avec les cellules épithéliales HeLa.
Tout comme les cellules endothéliales, les cellules épithéliales sont des cellules cohésives. Ce
modèle cellulaire a aussi l'avantage tout comme les cellules EAhy926 d'être d'origine
humaine. De plus, les Hela sont plus facilement transfectables et sont de fréquement cités
dans la littérature (Murph et al., 2003). Des travaux ont déjà prouvé l'existence des récepteurs
au LPA dans ces cellules. Nous avons de nouveau dans un premier temps caractérisé ce
modèle avant de passer également à la mise au point d'un système de transfection.
La figure III.18 représente l'évolution au cours du temps de cellules repiquées selon une
dilution 1:3. Dès le lendemain du repiquage, les cellules commencent à se toucher, pour finir
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par ne plus laisser d'espace intercellulaire après le troisième jour et commencer à se détacher.
Rappelons qu'il s'agit de cellules cancéreuses.
III.2.2 Expression des récepteurs membranaires au LPA
Profitant des mises au point faites sur les cellules EAhy926, nous avons utilisé les mêmes
conditions de western blot pour mettre en évidence la présence des récepteurs membranaires
au LPA sur ce nouveau type cellulaire.
Nous avons donc pour le récepteur LPA1 procédé à une dilution 1:13.000 de l'anticorps
primaire polyclonal de lapin et à une dilution 1:250.000 de l'anticorps secondaire suivant le
nouveau protocole. Le temps d'exposition du film photosensible dans la cassette a également
été de trois minutes. De nouveau, nous avons obtenu une bande bien marquée aux environs de
51-64 KDa avec un bruit de fond très faible (figure III.19).
Pour le récepteur LPA2, nous avons également utilisé le nouveau protocole, l'anticorps
primaire étant dilué 1:4.000 et l'anticorps secondaire 1:250.000. Différents temps d'exposition
ont été testés. À 30 minutes, nous obtenons une bande d'intensité plus faible que pour le
récepteur LPA1 aux environs de 51-64 KDa. Les temps d'exposition plus longs ne font
qu'augmenter le bruit de fond, peu visible à 30 minutes (figure III.20) (résultats non
montrés).
Enfin le tableau III.5 résume les différentes conditions et combinaisons testées notamment
pour le récepteur LPA3. Pour ce récepteur LPA3, nous n'avons pu obtenir de bandes assez
visibles ou des conditions dans lesquelles le bruit de fond n'était pas relativement élevé. Pour
ce récepteur, il aurait été intéressant d'essayer l'ancien protocole avec les conditions utilisées
pour les EAhy926. Il faut remarquer qu'un contrôle de charge sur l'α-tubulline a été effectué
pour chaque récepteur en diluant 1:80.000 l'anticorps primaire anti-α-tubuline et 1:250.000
l'anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé à la peroxydase. Pour chacun des Western
Blot et chaque récepteur, une bande de même intensité est retrouvé à la bonne taille. En
conclusion, les cellules HeLA exprime bien les récepteurs LPA1 et LPA2.
III.2.3 Expression de PPARγ
Comme pour les cellules endothéliales, nous avons aussi vérifié que le modèle cellulaire
exprimait le récepteur PPARγ. Pour cela, nous avons testé le nouveau protocole et dilué
l'anticorps primaire 1:10.000 et l'anticorps secondaire 1:250.000. Après 5 minutes
d'exposition, une bande aux environs de 51 KDa est observée, de plus aucun bruit de fond
n'est visible (figure III.21). Ce récepteur étant exprimé par ce modèle cellulaire nous
pourrons donc vérifier si le LPA est bien un ligand de PPARγ.
III.2.4 Mises au point des conditions de transfection
L'équipe Polyplex ayant commencé au laboratoire les mises au point de transfection sur les
cellules Hela, nous nous sommes basés sur les premiers résultats obtenus afin de choisir nos
conditions de travail. Par rapport aux cellules endothéliales, de nombreux paramètres
changent. Ces cellules poussant plus vite, la veille de la transfection nous les repiquons à une
densité de 40.000 cellules par puits dans une plaque à 12 puits. Ensuite les ratios ADN/ Sf 1/2
et 1/3 donnant des résultats similaires, nous avons décidé de travailler avec le ratio 1/2 afin
d'utiliser moins de matériel. Le milieu de transfection sera composé de DHG seul, le sérum
inhibant de manière drastique la transfection des celllules (résultats non montrés). De plus, la
quantité d'ADN total par puits n'est plus de 1,5 µg mais de 1 µg.
Nous avons conservé la protocole de stimulation appelé "condition C" qui pour rappel,
permettait aux cellules de récupérer pendant 20 heures dans un milieu complet avant d'être
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stimulées 28 heures dans un milieu DHG + antibiotiques + BSA après un rincage au DHG
seul (figure III.15).
III.2.4.1 Essais de transfection simple
Pour commencer, comme pour les EAhy926, nous avons vérifié que la présence du plasmide
inductible seul permettait d'avoir une réponse aux différentes stimulations. Les cellules ont été
transfectées avec le plasmide pPPRE-Luc et incubées en présence de rosiglitazone et de LPA
à une concentration de 10 µM. Les résultats présentés à la figure III.22 illustrent l'activité
luciférase "Firefly" en fonction des molécules utilisées pour activer pPPRE-Luc. Nous
observons cette fois-ci une induction de 2,5 X par rapport au contrôle avec la rosiglitazone,
avec des valeurs luciférase "Firefly" beaucoup plus élévées (544 RLU) que celles obtenues
pour les EAhy926 (< 10 RLU). La stimulation au LPA induit une réponse de 2,3 X par
rapport au contrôle. Ces données suggèrent que le LPA est bien un ligand de PPARγ. Pour
confirmer ces résultats, nous avons voulu tenter une double transfection afin de normaliser les
valeurs "Firefly".
Nous avons donc testé le plasmide pPPRE-Luc et pAP1-Luc en double transfection avec deux
rapports différents de plasmides (le plasmide de référence étant présent à un rapport soit de
1/50 ou soit de 1/100 et le plasmide inductible à respectivement 49/50 ou 99/100). Les
cellules transfectées avec pPPRE-Luc ont été stimulées soit à la rosiglitazone à une
concentration finale de 10 µM, soit au LPA pour une même concentration finale. Enfin, les
cellules transfectées avec le plasmide pAP1-Luc ont quant à elles été stimulées au PMA +
Ionomycine à une concentration finale de 0,1 µg/ml et 1mM ainsi qu'au LPA à une
concentration finale de 10 µM.
Les résultats présentés à la figure III.23 proviennent de doubles transfections faites pour des
rapports 1/100 et 99/100, avec l'activité luciférase normalisée en fonction du type de plasmide
et du type de stimulation. Nous observons de nouveau une induction du plasmide pPPRE-Luc
et ce que ce soit pour les cellules stimulées à la rosiglitazone (2,6 X le contrôle) ou pour les
cellules stimulées au LPA (1,6 X le contrôle). De plus, les valeurs brutes des signaux
luciférase "Renilla" sont stables et élevés, ce qui devrait permettre de diminuer encore la
proportion du plasmide de référence. Par contre, les cellules transfectées avec le plasmide
pAP1-Luc ne répondent qu'à une stimulation au PMA + Ionomycine (10 X le contrôle).
Contrairement aux cellules endothéliales, les cellules HeLa supporte parfaitement bien un
traitement long en présence du coktail PMA + ionomycine. Dans ce cas, le LPA ne semble
pas activer AP-1.
Nous pouvons toutefois conclure que le LPA semble être un ligand de PPARγ, il sera bien
évidemment nécessaire de reproduire ces résultats et de continuer à optimaliser les conditions
de transfection en jouant sur les paramètres comme les proportions des plasmides ou encore le
milieu de transfection.
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L'athérosclérose est une pathologie cardiovasculaire qui est la première cause de décès dans
les pays industrialisés et est en nette progression dans les pays en voie de développement. Elle
est responsable de l'apparition de l’infarctus du myocarde et des attaques cérébrales, mais
aussi d'autres atteintes comme l'ischémie myocardique chronique, la gangrène des membres
inférieurs, l'infarctus mésentérique et l'encéphalopathie ischémique. L'athérosclérose se
caractérise par un durcissement des parois et un rétrécissement anormal de la lumière des
vaisseaux. L’initialisation et la progression de la pathologie semblent avoir une composante
inflammatoire. Parmi les différentes hypothèses explicatives, il semble que les lipoprotéines
oxydées contribuent d'une part  à l'amplification de la réponse inflammatoire et d'autre part à
la progression de la pathologie. L'oxydation des lipoprotéines a lieu par étapes successives
commencant principalement dans l’intima. Siess et ses collègues (Siess et al., 1999) ont
montré que les LDL moyennement oxydées (mox-LDL) étaient responsables, entre autres, de
l'agrégation plaquettaire, de l'expression de molécules d'adhérence et donc de la diapédèse des
monocytes. Ces effets sont attribués aux composants de ces mox-LDL et parmi ceux-ci on
trouve le LPA. Le LPA augmente dans les lésions athérosclérotiques là où le risque de
thrombose est le plus important. Le LPA est présent dans le sérum à une  concentration
comprise entre 1-5 µM et agit via des récepteurs membranaires couplés aux protéines G. Nous
nous sommes donc intéressés à ce phospholipide bioactif et particulièrement à ses effets sur
les cellules endothéliales EAhy926 et épithéliales HeLa .
Enfin, très récemment, McIntyre et ses collègues (McIntyre et al., 2003) ont montré que le
LPA pouvait également interagir via les récepteurs nucléaires, et en particulier le PPARγ.
Nous avons donc voulu déterminer si le LPA était bien un ligand de celui-ci dans les deux
modèles de cellules étudiés, que nous allons passer en revue.
Les cellules endothéliales EAhy926
 Expression des récepteurs membranaires au LPA
La première partie de ce mémoire est donc d'étudier les effets du LPA sur les voies
d'activation sur les cellules endothéliales Eahy926 et donc de caractériser les récepteurs au
LPA exprimés. Nous avons donc dans un premier temps montré que ces cellules exprimaient
les trois récepteurs membranaires majeurs au LPA : le modèle de cellules EAhy926 étant
relativement récent et encore peu caractérisé de ce point de vue, nous avons procédé à des
mises au point des conditions expérimentales. Les récepteurs membranaires sont
généralement difficiles à solubiliser, donc nous avons travaillé avec une quantité de protéines
plus importante (40 µg) que dans le cas des protéines cytoplasmiques, pour augmenter les
chances d’obtenir des bandes nettes. Il a fallu ensuite trouver quelles étaient les dilutions
idéales des anticorps.
Dans un premier essai, les mêmes conditions ont été testées sur chaque récepteur. Nous avons
obtenu à partir d'une dilution 1:5.000 de l'anticorps primaire polyclonal de lapin dirigé contre
les LPA2 et LPA3 et avec une dilution 1:100.000 de l'anticorps secondaire monoclonal de
souris, une bande plus intense aux environs de 51-64 KDa. Ceci nous a d’abord surpris car le
poids moléculaire attendu était respectivement de  39 et 40 KDa. Cependant peu de bruit de
fond fut observé. Des résultats similaires furent obtenus pour LPA1 dans les mêmes
conditions avec cependant un bruit de fond plus important (figure III.2). N'ayant pas obtenu
la bande à la bonne taille, nous avons procédé à des recherches bibliographiques qui nous ont
confirmé que la bande plus intense était bien celle attendue. Les récepteurs au LPA sont
glycosylés, comme démontré par les travaux menés par Gobeil et son équipe (Gobeil et al.,
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2003) qui en utilisant des inhibiteurs de la N-glycosylation ont pu retrouver la bande à la taille
attendue. Sans inhibiteur, ils observent également les bandes aux environs de 51-64 KDa.
Diverses dilutions ont ensuite été testées sans succès. Il se fait qu'à ce moment au laboratoire,
le protocole classique de western blot a été complètement revu, comme détaillé dans les
résultats. L'avantage de ce nouveau protocole est qu’il permet de diminuer considérablement
la quantité nécessaire d'anticorps, de diminuer les coûts et par la même occasion d'augmenter
la spécificité de l'interaction antigène-anticorps. Nous avons alors obtenu pour le LPA1 suite à
une dilution 1:13.000 de l'anticorps primaire et 1:250.000 de l'anticorps secondaire une seule
bande sans bruit de fond apparent après seulement trois minutes de révélation (figure III.4).
Les western blots réalisées pour les LPA2 et LPA3 n'ont pas donné de résultats meilleurs,
malgré toutes les conditions testées décrites au tableau III.1. C'est pourquoi des dilutions
1:5.000 de l'anticorps primaire et 1:100.000 de l'anticorps secondaire selon l'ancien protocole
ont été jugées préférables pour les LPA2 et LPA3. La qualité de l’anticorps primaire est sans
doute critique à cet égard.
Expression du récepteur nucléaire PPARγ
Pour continuer de caractériser le modèle cellulaire, nous avons voulu aussi montrer qu'il
pouvait exprimer le récepteur nucléaire PPARγ étant donné que la deuxième partie de ce
mémoire consiste à savoir si le LPA est un ligand de ces récepteurs. Ce western Blot a déjà
été réalisé par Cindy Gustin en diluant l'anticorps primaire polyclonal de lapin anti-PPARγ1
1:30.000 et l'anticorps secondaire 1:100.000 selon l'ancien protocole (figure III.5). Les
cellules EAhy926 expriment donc bien le facteur PPARγ.
Mises au point des conditions de transfection
Ayant vérifié que les récepteurs membranaires et nucléaires au LPA étaient exprimés sur le
modèle cellulaire, nous avons pu passer à l'étude des voies de transduction du signal activées
par le LPA à l'aide des systèmes rapporteurs. L'activation du facteur PPARγ ne peut être
suivie par la technique de retard sur gel ou par des tests colorimétriques de binding, car ce
facteur est constitutivement lié à l'ADN. Pour cela nous avons travaillé avec des systèmes
rapporteurs,  nous permettant de quantifier de façon aisée l'expression d'un gène au sein d'un
système inductible par le facteur PPARγ activé, soit un plasmide pPPRE-Luciférase.
L'objectif principal de ce mémoire sera de déterminer si le LPA est un ligand de PPARγ. En
effet, les données de la littérature à ce sujet restent très limités : McIntyre et al (2003) ont
décrit pour la première fois que le LPA était un ligand naturel à haute affinité pour le PPARγ,
alors que la plupart des autres lipides naturels ont une affinité beaucoup plus faible. McIntyre
et son équipe avaient obtenu ces résultats sur une lignée de macrophages murins, les cellules
RAW264.7. Les cellules endothéliales étant reconnues difficiles à transfecter nous avons dû
faire de nombreuses mises au point. Bénéficiant de l'expérience passée de l'équipe, nous nous
sommes intéressés en premier lieu au ratio ADN/Sf et le milieu de transfection. Le Sf a été
choisi car des expériences préliminaires réalisées avant le mémoire, avaient montré que c’était
l’un des agents transfectants les plus efficaces sur cette lignée.
Essais de transfection simple avec le plasmide pCMV-β
Nous avons  mené les premiers essais de transfection simple avec le plasmide pCMVβ et
procédé à une révélation histochimique et colorimétrique. Parmi les trois ratios testés (1/1,
1/3, 1/5), le ratio 1/3 a offert tout comme le ratio 1/5 une efficience de transfection
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convenable. Pour choisir, quel ratio utiliser pour la suite, nous avons en parallèle mesuré la
cytotoxicité pour chaque rapport, les résultats obtenus montrent que le rapport 1/3 dans un
milieu de transfection avec 5 % sérum, donnent les meilleurs résultats avec une cytotoxicité
acceptable (figures III.6 et III.8).
Essais de transfections triples avec la GFP comme système rapporteur
Une fois ces paramètres fixés, les résultats étant plutôt encourageants, nous avons tenté les
transfections triples. Pour cela trois types  de plasmides ont été utilisés : un plasmide
inductible (pAP1-Luc ou pPPRE-Luc ou pNFκB-Luc), un plasmide de référence pRL-SV40
et un vecteur d'expression vide pCMV-Myc. Pour rappel, le plasmide de référence permet de
normaliser l’activité luciférase « firefly » du plasmide inductible. Le vecteur vide est prévu
pour des expériences à plus long terme, exploitant des dominants négatifs, outils
particulièrement performants dans les études de transduction du signal.
Afin d’optimiser les proportions relatives de ces trois plasmides pour la transfection des
cellules, nous avons remplacé le plasmide inductible par un plasmide dont l'expression est
facilement quantifiable par nano-cytométrie de flux : le pEGFP-N1. Les différents rapports
testés, décrits au tableau III.3, montrent un taux de transfection d'environ 15 %. Un test au
MTT a permis également de montrer que la toxicité pour ces rapports était acceptable, aux
environs de 30 % (figure III.11).
Essais de transfections triples avec la luciférases comme système rapporteur
La fluorescence est un moyen facile d'estimer un taux de transfection. Cependant tous les
systèmes rapporteurs disponibles au laboratoire sont de type luciférase. C'est pourquoi nous
avons d’abord vérifié que le système pouvait répondre à une stimulation par des acteurs des
voies de transduction activés à l'aide d'un contrôle positif, le plasmide pFC-MEKK fourni par
la firme Stratagene, sans passer par l’activation des cellules avec un agoniste. Ce plasmide
code pour une MEK kinase sous contrôle d'un promoteur fort. Son rôle est d'activer les
différents facteurs de transcription étudiés se trouvant en aval de la voie des MAP kinases,
dans ce cas le facteur AP-1. Nous avons bien observé une expression de la luciférase
inductible doublée par rapport aux cellules ayant reçu un plasmide d'expression vide. Ces
résultats obtenus nous ont permis de vérifier la fonctionnalité du système inductible AP-1-
dépendant (figure III.13).
L'étape suivante consistait à déterminer si le système rapporteur pouvait répondre à une
stimulation de ces cellules après liaison d'un ligand à son récepteur. Pour cela, nous avons
utilisé un système classique dont nous savons qu'il provoque l'activation du facteur de
transcription d'intérêt. Le plasmide pAP1-Luc fut choisi avec pour stimulation le  cocktail
PMA + ionomycine à une concentration finale de 0,1 ng/µl et de 1mM. Mais, nous nous
sommes heurtés à des problèmes imprévus de cytotoxicité du PMA + ionomycine et à des
signaux luciférase "Firefly" très faibles et "Renilla" trop variables.
Essais de transfections double avec la luciférase comme système rapporteur
Nous avons alors décidé d'utiliser le VEGF comme molécule stimulatrice et de laisser
provisoirement de côté le plasmide pCMV-Myc afin de pouvoir augmenter la proportion de
plasmides inductibles. La proportion des plasmides inductibles est passée de 46,5/50 à 49/50.
Pour résoudre les problèmes de faiblesse des signaux, trois nouveaux protocoles de
stimulation ont été testés (figure III.15). De ceux-ci, un seul des protocole se dégage, mais
avec des signaux "Firefly" toujours faibles (figure III.16).
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Sur base de ce protocole nous avons enfin testé le plasmide pPPRE-Luc après incubation des
cellules en présence de rosiglitazone et en présence de LPA, afin de savoir si celui-ci est bien
un ligand du récepteur nucléaire PPARγ. Pour chacune des molécules, la concentration finale
est de 10 µM. Les résultats obtenus (figure III.17) n'ont montré aucune induction, pas même
pour le contrôle positif. Nous ne pouvons donc pas conclure si oui ou non le LPA est un
ligand de PPARγ pour les cellules EAhy926. L'une des raisons majeure est la difficulté de
transfection de ce type de cellules. C'est pourquoi, nous avons choisi de travailler avec un
modèle de cellules épithéliales humaines, les cellules HeLa issues d'un cancer du col de
l'utérus.
Les cellules épithéliales HeLa
Expression des récepteurs membranaires au LPA
De nouveau, nous avons commencé par caractériser ce modèle et donc par montrer que les
trois récepteurs membranaires ainsi que le récepteur nucléaire PPARγ, étaient exprimés. Nous
avons testé les mêmes conditions de western blot que sur les cellules EAhy926 pour mettre en
évidence leur présence. Pour le récepteur LPA1, nous avons dilué l'anticorps primaire
1:13.000 et l'anticorps secondaire 1:250.000 selon le nouveau protocole et après 3 minutes
seulement, nous observons une seule bande aux environs de 51-64 KDa sans bruit de fond
apparent (figure III.19). En ce qui concerne le LPA2, une dilution 1:4.000 de l'anticorps
primaire et 1:250.000 de l'anticorps secondaire permet de voir la bande avec un bruit de fond
faible,  pour un temps de révélation ne dépassant pas 30 minutes (figure III.20). Enfin aucune
condition n'a permis d'obtenir un blot satisfaisant pour le LPA3.
Expression du récepteur nucléaire PPARγ
Nous avons poursuivi la caractérisation dans le but de montrer que les cellules HeLa
exprimaient le facteur PPARγ. L'anticorps primaire a été dilué 1:10.000 dans la solution de
blocking et l'anticorps secondaire 1:250.000 suivant le nouveau  protocole. Après 3 minutes,
une bande aux environs de 51 KDa était bien visible sans aucun bruit de fond (figure III.21).
Mises au point des conditions de transfection
Essais de transfection simple avec la luciférase comme système rapporteur
Ayant ainsi montré que ce modèle exprimait les récepteurs d'intérêt, nous sommes passés aux
systèmes rapporteurs. Nous n'avons pas fait de mises au point, mais profité de l’expérience de
l’équipe POLYPLEX. Les mêmes conditions que pour les EAhy926 furent testées, soit une
transfection simple avec pPPRE-Luc, après incubation des cellules en présence de
rosiglitazone et de LPA suivant la condition C (figure III.15). Cette fois ci, les cellules
répondent aux stimulations par une induction de 2,5 X par rapport au contrôle avec la
rosiglitazone et de 2,3 X par rapport au contrôle pour le LPA (figure III.22).
Essais de transfections doubles avec les luciférases comme systèmes rapporteurs
Suite à cela, nous sommes repassés aux transfections doubles pour normaliser l'activité
luciférase "Firefly". Le plasmide pAP1-Luc et pPPRE-Luc furent de nouveau testés et les
cellules stimulées respectivement soit avec le LPA ou la rosiglitazone, soit avec le cocktail
PMA + ionomycine. Le plasmide pPPRE-Luc a répondu par une induction de 2,6 X par
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rapport au contrôle en présence de rosiglitazone et de 1,6 X en présence de LPA. Ceci nous
permet de conclure que le LPA semble bien être un ligand de PPARγ comme McIntyre et ses
collègues l'ont observé dans une lignée monocytaire. Cependant, il est nécessaire de
reproduire ces résultats et de continuer à optimiser les conditions de transfection.
Enfin, le plasmide pAP1-Luc a répondu à une stimulation au PMA + ionomycine par une
induction de 10 X par rapport au contrôle, mais nous n’avons pas mis en évidence
d’activation d’AP1 par le LPA.
En conclusion, les cellules endothéliales restent donc difficiles à transfecter. Parmi toutes les
conditions testées, c’est probablement vers les systèmes rapporteurs basés sur les GFP qu’il
faudra se tourner. En effet, en triple transfection, avec le plasmide pEGFP-N1, nous avons
obtenu 15% d’efficience de transfection. Malheureusement, il n’existe que peu de plasmides
inductibles de type GFP. La firme BD Science commercialise déjà un plasmide pCRE-d2EGF
qui répond à l’activation du facteur CREB. On pourrait donc envisager par manipulation
génétique de construire différents plasmides inductibles de type GFP : pPPRE-d2EGF, pAP1-
d2EGF, pSRE-d2EGF et pNFκB-d2EGF, tous quatre intéressants pour décortiquer à l’échelle
moléculaire la transduction du signal liée au LPA dans les cellules EAhy926.
Enfin, si nous n’avons pas pu montrer que le LPA était un ligand de PPARγ pour les cellules
endothéliales, nous l’avons confirmé pour les cellules HeLa. C’est donc une propriété
supplémentaire du LPA dont il faudra tenir compte pour mieux comprendre les effets de ce
lipide étonnant.
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